The role of the Epstein-Barr virus in lymphomagenesis by Siemer, Dörte
 Die Rolle des Epstein-Barr Virus in der  
Lymphompathogenese 
 
 
 
Inaugural-Dissertation 
zur 
Erlangung des Doktorgrades 
Dr. rer. nat. 
 
des Fachbereichs 
Biologie und Geografie 
 
an der 
Universität Duisburg-Essen 
 
 
vorgelegt von 
Dörte Siemer 
 
aus Warendorf 
02.09.08 
 
 
Die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Experimente wurden am 
Institut für Zellbiologie (Tumorforschung) des Universitätsklinikums Essen 
durchgeführt. 
 
1. Gutachter: Prof. Dr. Ralf Küppers 
2. Gutachter: Prof. Dr. Bernhard Horsthemke 
Vorsitzende des Prüfungsausschusses: Prof. Dr. Ann Ehrenhofer-Murray  
Tag der mündlichen Prüfung: 28.01.09 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Meiner Familie 
 
Verzeichnis der Abkürzungen 
 
AID   Aktivierungs-induzierte Cytidin Deaminase  
AK   Antikörper 
Amp   Ampicillin 
AP   Alkalische Phosphatase 
APC   Allophycocyanin 
ASH   Aberrante somatische Hypermutation 
BC   Leukozyten-angereichertes Blut-Präparat (engl. buffy coat) 
BCL-6   B-Zell-Lymphom Antigen 6 
BCR   B-Zell-Rezeptor (engl. B cell receptor) 
bp   Basenpaar 
BL   Burkitt-Lymphom 
BSA   Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin) 
C   konstante Region der Ig Ketten (engl. Ig constant region) 
CD   Differenzierungscluster (engl. cluster of differentiation) 
CDR   Komplementaritäts-bestimmende Region  
(engl. complementarity determining region) 
CTAR   C-terminale Aktivierungs-Region 
DH    Diversitäts-Gensegment der Immunoglobulin schweren Kette  
(engl. diversity region of Ig heavy chain) 
DLBCL  Diffus-grosszelliges B-Zell-Lymphom 
DNA   Desoxyribonukleinsäure (engl. deoxyribonucleic acid) 
dNTPs   Deoxy-Nukleosid-Triphosphate 
EBER   EBV-kodierte RNA (engl. EBV-encoded RNA) 
EBF   früher B-Zell-Faktor (engl. early B cell factor) 
EBV    Epstein-Barr Virus 
et al.   und andere (lat. et altera) 
FACS   Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung 
FDC   Follikulär dendritische Zellen (engl. follicular dendritic cells) 
FCS   fötales Kälberserum (engl. fetal calf serum) 
FITC   Fluorescein-Isothiocyanat 
FR   Gerüstregion(en) der AK (engl. framework region) 
GATA3  GATA-bindendes Protein 3  
GC   Keimzentrum (engl. germinal center) 
H   Ig-schwere Kette (engl. heavy chain) 
HIV   Humanes-Immundefizienz-Virus 
HL   Hodgkin-Lymphom 
HRS   Hodgkin and Reed/Sternberg 
Ig   Immunglobulin
 
IL   Interleukin 
IM   Infektiöse Mononukleose 
ISH   In-Situ-Hybridisierung 
IVT   In-Vitro-Transkription 
J   Verbindungs-Gensegment der Ig-Ketten (engl. joining region) 
κ   Ig-Kappa 
kb   Kilobasen 
KDE   Kappa zerstörendes Element (engl. kappa deleting element) 
KW   Klassenwechsel 
λ   Ig-Lambda 
L   Ig-leichte Kette (Lambda oder Kappa) 
LCL   lymphoblastoide Zelllinie (engl. lymphoblastoid cell line) 
LD   limitierende Verdünnung (engl. limiting dilution) 
LDI-PCR  Weitreichende inverse PCR (engl. long distance inverse PCR) 
LMP   Latentes Membranprotein 
MACS   magnetisch-aktivierte Zellsortierung 
MFI   mittlere Fluoreszenzintensität (engl. mean fluorescent intensity) 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex  
(engl. major histocompatibility complex) 
miR   Mikro-RNA 
PB  Peripheres Blut 
PBMC   Mononukleäre Zellen aus dem PB (engl. PB mononuclear cells) 
PBS   Phosphat-gepufferte Salzlösung (engl. phosphate-buffered saline) 
PCR   Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction) 
PE   Phycoerythrin 
PTLD   Posttransplantations-lymphoproliferative Erkrankung 
   (engl. post transplant lymphoproliferative disease) 
RNA   Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid) 
RT   Raumtemperatur 
RT-PCR  reverse Transkription-PCR 
sIg   Oberflächen-Ig (engl. surface Ig) 
SYK   Milz-Tyrosin-Kinase (engl. Spleen Tyrosine (Y) Kinase) 
Taq Pol  DNA-Polymerase des Thermus aquaticus Bakteriums 
TF   Transkriptionsfaktor/-en 
TMC Tonsilläre mononukleäre Zellen (engl. tonsillar mononuclear cells) 
V   Variables Gensegment der Ig-Ketten 
VHL Variables Gensegment des IgH inklusive der Leitpeptidregion 
Vol   Volumen
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1. Einleitung 
1.1 B-Zell-Immunologie 
1.1.1 Grundzüge des Immunsystems 
Das menschliche Immunsystem trägt die Aufgabe, den Organismus vor einer Vielzahl von 
Pathogenen zu schützen, sie zu identifizieren und zu eliminieren. Während einer Infektion 
werden Pathogene durch die Aktivierung und das Zusammenspiel der angeborenen und der 
adaptiven Immunantwort effektiv vernichtet. Zellen der angeborenen Immunantwort wie 
z.B. Makrophagen, dendritische Zellen und Granulozyten tragen in der Keimbahn-kodierte, 
unveränderliche Rezeptoren, die molekulare Muster der Pathogene erkennen (Janeway und 
Medzhitov, 2002). Zu diesen molekularen Mustern gehören z.B. Lipopolysaccharide, 
Mannane, Flagelline sowie virale und bakterielle Nukleinsäuren. Die Aktivierung dieser 
Muster-erkennenden Rezeptoren (engl. Pattern recognition receptors), zu denen auch die 
Toll-ähnlichen Rezeptoren gehören, kann eine Vielzahl von Reaktionen auslösen, die zur 
Vernichtung der Pathogene beitragen (Brown et al., 2007; Kanzler et al., 2007). Zelltyp-
spezifisch gehören zu diesen Reaktionen Zelldifferenzierung, Zellproliferation, Phagozytose, 
Apoptose sowie die Aktivierung von Interferonen (IFN) und Interleukinen (IL). Auf diese 
Weise erfüllt die Aktivierung der angeborenen Immunantwort die Funktionen der 
Pathogenerkennung, sofortigen Antipathogen-Antwort und der Stimulierung und 
Rekrutierung des adaptiven Immunsystems (Kanzler et al., 2007). 
Als ein weiterer Bestandteil des angeborenen Immunsystems trägt das 
Komplementsystem erheblich zur Eliminierung von Pathogenen bei. Das 
Komplementsystem besteht aus löslichen und zellulären Proteinen, die nach 
Antigenerkennung eine Kaskade von Protein-Protein Wechselwirkungen auslösen, die 
schliesslich zur Zelllyse bzw. zur Opsonisierung der Pathogene führt. Der klassische 
Komplementweg wird durch Immunoglobulinkomplexe ausgelöst und ist somit an der 
adaptiven Immunantwort stark beteiligt. Das angeborene Immunsystem sorgt für eine 
schnelle jedoch relativ unspezifische und transiente Pathogen-Eliminierung. Adaptive 
Immunantworten hingegen entwickeln sich langsamer, sind aber sehr spezifisch, lang-
andauernd und bilden ein Gedächtnis, so dass bei erneuter Infektion mit dem gleichen 
Erreger dieser sehr schnell eliminiert werden kann. Zudem kann das adaptive Immunsystem 
auch auf Krankheitserreger mit neuen molekularen Mustern reagieren. 
 Die Zellen des adaptiven Immunsystems, hauptsächlich B- und T-Zellen, tragen 
veränderliche Rezeptoren, die T-Zell- und B-Zell-Rezeptoren (engl. B cell receptor, BCR) 
die nicht in der Keimbahnsequenz kodiert sind, sondern durch Genumordnungen und 
klonale Selektion im Verlauf der B- und T-Zellentwicklung im Knochenmark bzw. im 
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Thymus erworben werden (Rajewsky, 1996). Die Hauptaufgabe der B-Zellen besteht in der 
Bildung von Antikörpern (AK) und in der Präsentation von prozessierten Antigenen an T-
Zellen. T-Zellen können über ihre T-Zell Rezeptoren prozessierte und auf MHC I- und MHC 
II-Komplexen (engl. major histocompatibility complex, MHC) präsentierte Antigene binden. 
Bei der MHC II-Antigen-Präsentation spielen spezielle Antigen-präsentierende Zellen, 
hauptsächlich B-Zellen und dendritische Zellen, eine maßgebliche Rolle. Die Antigen-
präsentierenden Zellen binden, internalisieren und prozessieren Antigene, um sie dann auf 
den MHC-Komplexen auf der Zelloberfläche den T-Zellen zu präsentieren.  
Die Aktivierung der T-Zellen kann einerseits zur Eliminierung der infizierten Zelle 
(zytotoxische T-Zellen) oder zur Ausschüttung von Botenstoffen (T-Helferzelle) und 
direkten Interaktion mit Antigen-präsentierenden Zellen führen. Diese Interaktion führt z.B. 
zu einer T-Zell-abhängigen Immunantwort und somit zur Bildung von langlebigen Plasma- 
und Gedächtnis-B-Zellen, die hochaffine AK sezernieren bzw. als Teil des BCR auf der 
Oberfläche exprimieren. Eine Bindung dieser hochaffinen AK an das Antigen führt zur 
Aktivierung von Effektorzellen und somit zur raschen Eliminierung des Pathogens bei 
erneuter Infektion (MacLennan, 1994). 
 
1.1.2 Die B-Zellentwicklung 
Die Hauptaufgabe der B-Zellen ist die Bildung von AK im Rahmen einer Immunantwort. 
Bei der Entwicklung der Zellen im Knochenmark werden die AK-kodierenden Gene 
sequenziell rekombiniert und auf ihre Funktionalität getestet. AK können gemeinsam mit 
den Signal-sendenden Immunoglobulin- (Ig) Molekülen Igα und Igβ als Teil des BCR auf 
der Oberfläche exprimiert oder durch alternatives Spleissen als lösliches Protein sezerniert 
werden. B-Zellen sind stets von einem tonischen Überlebenssignal des BCR abhängig und 
sterben ohne BCR durch Apoptose (Kraus et al., 2004; Lam et al., 1997). 
AK bestehen aus zwei identischen schweren (engl. heavy chain, H) und zwei 
identischen leichten (engl. light chain, L) Polypeptidketten (Abb. 1). Die schweren und 
leichten Ketten tragen aminoterminale variable (engl. variable region, V) und 
carboxyterminale konstante (engl. constant region, C) Regionen. Die C-Regionen bestehen 
beim Menschen entweder aus einem Cµ-, einem Cδ-, einem der zwei Cα-, einem Cε- oder 
einem der vier Cγ-Gene und machen den Isotyp des BCR aus. Die Isotypen sorgen für 
unterschiedliche Effektorfunktionen. Die Ausprägung eines bestimmten Isotyps ist abhängig 
von den unterschiedlichen Pathogenen und den verschiedenen B-Zell-Entwicklungsstadien.  
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Abb. 1: Schematische Darstellung der VHDHJH-Genrekombination (A) und des AK-Moleküls (B). Weisse 
Balken entsprechen den VH-Genen (A) bzw. den VH-Proteinteilen (B); grüne Balken entsprechen den DH-
Genen (A) bzw. den DH-Proteinteilen (B); braune Balken entsprechen den JH-Genen (A) bzw. den JH-
Proteinteilen (B); die schraffierten Bereiche der VHDHJH-Genverbindung deuten auf die nicht-Keimbahn-
kodierten N-Nukleotide hin. 
 
Die Gene der V-Regionen der AK kodieren für drei hypervariable (engl. complementary 
determining region, CDR) und vier Gerüstregionen (engl. framework region, FR). Die VH-
Regionen bestehen aus variablen (engl. variable, V), Diversitäts- (engl. diversity, D) und 
Verbindungs- (engl. joining, J) Gensegmenten. Die VL-Regionen der entweder Kappa (κ) 
oder Lambda (λ) leichten Ketten bestehen aus V- und J-Gensegmenten. Beim Menschen 
existieren in der Keimbahnkonstellation etwa 50 kodierende VH- (Matsuda und Honjo, 
1996), 27 DH- (Corbett et al., 1997) und 6 JH- (Ravetch et al., 1981), 40 funktionelle Vκ- 
(Tomlinson et al., 1995) und 5 Jκ- (Hieter et al., 1982) sowie 30 funktionelle Vλ- (Williams 
et al., 1996) und 4 Jλ- (Vasicek und Leder, 1990) Gene. Die somatische Rekombination 
jeweils eines Genes dieser Gensegmente findet im Knochenmark statt und führt zu VHDHJH- 
bzw. zu VLJL-Genverbindungen (Abb. 1). Die RAG1- und RAG2-Enzyme (engl. 
recombination activating genes 1 and 2) leiten diesen Rekombinationsprozess ein, indem sie 
die Rekombinations-Signal-Sequenzen (engl. recombination signal sequence, RSS), von der 
jedes Gen der V-Regionen flankiert wird, erkennen (Janeway, 1997). Im 
Entwicklungsstadium der Pro-B-Zelle wird zuerst die DHJH-Rekombination des 
Schwerketten-Lokus vollzogen und anschließend ein VH-Gen and die vorhandene DHJH-
Genverbindung rekombiniert (Blackwell und Alt, 1984; Rajewsky, 1996).  
Die Rekombination der AK-Gene kann zum Verlust von 1-4 Nukleotiden und zum 
Einbau einer zufälligen Anzahl nicht-Keimbahn-kodierter Nukleotide (N-Nukleotide) durch 
das Enzym Terminale-Deoxynukleotidyl-Transferase in der CDR III-Region führen. Dies 
führt in ca. 2/3 der Fälle zu einer Verschiebung des Leserasters. In diesem Fall kann kein 
funktionelles Protein mehr entstehen. Hat eine solche unproduktive Genumlagerung 
IgC 
 
IgV 
 
IgH 
IgL 
A B 
  VH      VH         DH   DH     JH  JH
  VH       VH       DHJH JH
  VHDHJH  JH
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stattgefunden, kann die Rekombination auf dem zweiten Schwerketten-Lokus eingeleitet 
werden (Feddersen und Van Ness, 1985; Rajewsky, 1996; Tiegs et al., 1993). Zellen, die 
nach erneuter Genumlagerung keinen funktionellen BCR ausprägen können, sterben durch 
Apoptose (Rajewsky, 1996). Hat die VHDHJH-Genumlagerung zu einer funktionellen 
Genverbindung geführt, werden keine weiteren VH-Genumlagerungen vorgenommen 
(allelischer Ausschluss), die Prä-B-Zelle teilt sich und es kommt zu einer klonalen 
Expansion. Im Anschluss an die Zellproliferation wird die Rekombination der Gene der 
leichten Ketten eingeleitet. Diese erfolgt zunächst auf dem κ-Lokus (Bräuninger et al., 2001; 
Rajewsky, 1996). Erst wenn auf beiden κ-Allelen unproduktive κ-Genumlagerungen 
stattgefunden haben, wird der λ-Lokus rekombiniert. Eine B-Zelle exprimiert entweder κ- 
oder λ-leichte Ketten (Isotypenausschluss) (Alt et al., 1992; Tonegawa, 1983). Die 
Rekombination des λ-Lokus erfolgt in der Regel erst dann, wenn der κ-Lokus durch das κ-
deletierende Element (engl. kappa-deleting element, KDE) inaktiviert worden ist 
(Bräuninger et al., 2001; Vela et al., 2008). Sobald eine B-Zelle eine funktionelle, nicht-
autoreaktive schwere und leichte Kette ausprägt, kann sie das Knochenmark als Antigen-
unerfahrene „naive“ IgM+ und IgD+ B-Zelle in die Peripherie verlassen (Rajewsky, 1996). 
B-Zellen mit autoreaktiven BCR können entweder sekundäre Rekombinationsprozesse 
(engl. Rezeptor Editing), die zu einem funktionellen, nicht-autoreaktiven BCR führen 
können, einleiten oder durch Anergie unschädlich gemacht werden (Goodnow et al., 1988; 
Pelanda et al., 1997; Retter und Nemazee, 1998; Tiegs et al., 1993). 
 Die Rekombination der verschiedenen VH-, DH-, JH- und VL-, JL-Gensegmente und 
der Verlust bzw. der zufällige Einbau von nicht-Keimbahn-kodierten Nukleotiden innerhalb 
der CDR III-Regionen sowie die Verbindung verschiedener schwerer und leichter Ketten 
miteinander sorgt für eine mögliche Diversität der AK von bis zu 1014 verschiedenen 
Molekülen (Sanz, 1991). Auf diesem Weg ist gewährleistet, dass jede B-Zelle, die das 
Knochenmark verlässt und in die Peripherie abwandert, einen einzigartigen BCR exprimiert. 
Bei der Analyse von B-Zell-Populationen dient vor allem die CDR III-Region der 
rearrangierten VHDHJH-Genverbindungen als klonaler Marker und gibt Hinweise auf evtl. 
Verwandtschafts-Verhältnisse innerhalb der analysierten B-Zellpopulation.  
Die Haupt-B-Zellpopulationen im PB des Menschen sind CD27- IgM+ IgD+ naive B-
Zellen und CD27+ Gedächtnis-B-Zellen. Unter den CD27+ Gedächtnis-B-Zellen befinden 
sich hauptsächlich Ig-klassen-gewechselte- (IgA+, IgG+, IgE+), IgM+ IgD+- und IgM+ IgD-
schwache B-Zellen (Klein et al., 1998). Die terminale Differenzierung der B-Zellen ist im 
Stadium der Plasmazelle, die hochaffine AK sezerniert, abgeschlossen (Radbruch et al., 
2006). 
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1.1.3 Das BCR-Signal 
B-Zellen sind lebenslang von der Expression eines funktionellen, Signal-sendenden BCR 
abhängig (Kraus et al., 2004; Lam et al., 1997; Monroe, 2006). Die Hauptaufgaben des BCR 
liegen in der Bindung von Pathogenen und in der Übermittlung eines tonischen Überlebens- 
sowie eines Aktivierungs-Signals an die B-Zelle. Der BCR besteht aus dem AK und den 
Signal-sendenden Igα und Igβ Molekülen. Die zytoplasmatischen Domänen von Igα und 
Igβ tragen ITAM (engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) Strukturen. Eine 
Aktivierung der B-Zelle erfolgt durch die Antigen-Bindung und Kreutzvernetzung der BCR 
und führt direkt zur Aufhebung der Autoinhibition der Signalkinase SYK sowie zur 
Aktivierung der SRC-Kinase LYN. LYN und SYK phosphorylieren die ITAMs in Igα und 
Igβ (Reth und Brummer, 2004). Die phosphorylierten ITAMs führen zur Signalverstärkung 
durch eine weitere Rekrutierung und Aktivierung von SYK sowie von BTK (engl. Bruton’s 
tyrosine kinase) (Reth und Brummer, 2004). 
Die Signalkaskade führt im weiteren zur Phosphorylierung und Aktivierung der 
Phospholipase Cγ (PLCγ) und der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K). Diese Enzyme 
sorgen für die Produktion der zweiten Vermittler (engl. second messenger) und fördern 
somit die Lokalisation der B-Zell-Signalmoleküle an der Plasmamembran und den 
Ausschuss von intrazellulären Ca2+ (Aman und Ravichandran, 2000). Ca2+ und der zweite 
Vermittler Diacylglycerol führen zur Aktivierung der ERK (engl. extrazellulär signal-
regulated kinase), JNK (engl. c-JUN NH2-terminal kinase) und p38 MAPK (engl. mitogen-
activated protein kinase) Enzyme sowie zur Freigabe des Transkriptionsfaktors (TF) NF-κB 
(nukleärer Faktor-κB). Die terminalen Kinasen können ausser NF-κB verschiedene andere 
TF aktivieren bzw. inhibieren (Niiro und Clark, 2002). 
Das BCR-Signal wird zusätzlich über verschiedene Rezeptoren und die damit 
verbundene Aktivierung von Phosphatasen negativ reguliert. Die Stärke und die Balance der 
aktivierten Kinasen und Phosphatasen durch positive und negative 
Rückkopplungsmechanismen sind entscheidend für das Zell-Überleben, die Zell-
Proliferation oder den Zelltod (Niiro und Clark, 2002). 
 
1.1.4 Die Keimzentrumsreaktion  
Die Bildung von Keimzentren (engl. germinal center, GC) geschieht in peripheren 
lymphoiden Organen. Reife naive B-Zellen durchwandern diese lymphoiden Organe und 
können dort durch Antigenkontakt mit oder ohne T-Zell-Stimulation aktiviert werden. Durch 
T-Zellen aktivierte B-Zellen beginnen in primären Follikeln z.B. der Tonsille oder des 
Lymphknotens zu proliferieren. Primäre Follikel bestehen hauptsächlich aus ruhenden B- 
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und follikulären dendritischen Zellen (engl. follicular dendritic cells, FDC) (Rajewsky, 
1996). T-Zellen verteilen sich zum grössten Teil extra-follikulär in der parakortikalen 
Region. Die Verdrängung der ruhenden durch die aktivierten, sich teilenden B-Zellen führt 
zur Bildung eines proliferierenden Follikelkerns und einer ruhenden Mantelzone aus naiven 
B-Zellen. Die proliferierenden B-Zellen, die Zentroblasten, bilden so ein GC in einem 
nunmehr sekundären Follikel (MacLennan, 1994; Rajewsky, 1996). Im weiteren Verlauf der 
GC-Reaktion bildet sich eine helle Zone mit einem Netzwerk aus FDC, T-Helferzellen, 
Makrophagen und ruhenden B-Zellen und eine dunkle Zone mit den stark proliferierenden 
Zentroblasten aus (Kroese et al., 1990). In der dunklen Zone des GC findet der Prozess der 
somatischen Hypermutation (SHM) der Ig-Gene statt und sorgt für die Affinitätsreifung der 
BCR und somit für eine langlebige, hochaffine Immunantwort auf ein gegebenes Pathogen 
(Berek et al., 1991; Jacob et al., 1991; Küppers et al., 1993; Liu et al., 1989).  
Bei der SHM werden Punktmutationen in die rearrangierten V-Gene der schweren 
und leichten AK-Ketten eingeführt. In einigen Fällen führt die SHM auch zu Deletionen und 
Duplikationen in diesen Bereichen (Goossens et al., 1998). Die Mutationsrate liegt bei 10-3-
10-4/bp/Zellteilung (Kocks und Rajewsky, 1989; McKean et al., 1984). Die Proliferation der 
Zentroblasten wird hin und wieder eingestellt und die B-Zellen konkurrieren mit den 
veränderten BCR-Affinitäten um die auf den FDC präsentierten Antigene. Positiv-
selektionierte B-Zellen differenzieren entweder direkt in Gedächtnis-B-Zellen oder 
Plasmablasten oder starten eine neue Runde der Proliferation und SHM im GC (Abb. 2) 
(Arpin et al., 1995; Kocks und Rajewsky, 1989; MacLennan, 1994; Rajewsky, 1996). In 
vivo Analysen zur GC-Reaktion konnten zeigen, dass GC-B-Zellen sich hauptsächlich 
entweder innerhalb der hellen oder der dunklen Zone des GC bewegen und auf ihre 
veränderten BCR-Affinitäten getestet werden (Allen et al., 2007; Hauser et al., 2007a; 
Schwickert et al., 2007). GC-B-Zellen der dunklen Zone werden wahrscheinlich durch eine 
Kontaktaufnahme mit randständigen T-Zellen und konventionellen dendritischen Zellen 
selektioniert (Hauser et al., 2007b). Zellen mit gleichbleibender bzw. einer verschlechterten 
Antigen-Affinität oder BCR-destruktiven Mutationen, wie Stop-Kodons oder Leseraster-
verschiebungen, sterben durch Apoptose (Liu et al., 1989). Durch die SHM tragen 
Mitglieder eines Zellklons die gleiche V-Genumlagerung, unterscheiden sich jedoch im 
Muster der neu eingeführten Mutationen (Abb. 2). Diese intraklonale Diversität ist ein 
charakteristisches Merkmal expandierter B-Zellklone in GC (Jacob et al., 1991; Küppers et 
al., 1993). Der Prozess des Ig-Isotypen-Klassenwechsels (KW) im GC führt bei gleich-
bleibender Antigen-Affinität zu veränderten Effektorfunktionen der AK. 
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Keimzentrumsreaktion in einem sekundären Follikel. Die B-Zellen 
sind als Kreise dargestellt. Die Antigen-aktivierte naive B-Zelle wandert in ein Follikel ein. Dort finden die 
klonale Expansion, die SHM der V-Genverbindungen, die Selektion und Differenzierung der B-Zellen statt. 
Zellen mit unvorteilhaften Mutationen sterben durch Apoptose. 
 
T-Zellen sind bei der Ausbildung von GC u.a. durch die Expression des CD40-Liganden 
(CD40L) CD154 beteiligt. Die CD40-Rezeptor (CD40R)-Aktivierung der B-Zellen durch 
den CD40L stellt ein positives Überlebenssignal für die Zelle dar und führt zur Aktivierung 
und Proliferation der B-Zellen (Liu et al., 1989; Mangeney et al., 1991). Die CD40R-
Aktivierung induziert zudem den KW und fördert beim Austritt aus dem GC die B-
Zelldifferenzierung in Richtung Gedächtnis-B-Zelle (Arpin et al., 1995; Liu und 
Banchereau, 1997). CD40L- bzw. CD40R-defiziente Mäuse bilden keine GC und es findet 
weder eine SHM noch ein KW statt (Kawabe et al., 1994; Xu et al., 1994). Das CD40-Signal 
führt über die Bindung von Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNFR)-assoziierten Faktoren 
(TRAF) zur Aktivierung der ERK-, JNK-, p38/MAPK- und NF-κB-Signalwege. Ein T-Zell- 
und somit CD40-unabhängiger KW kann jedoch auch durch die Bindung von BAFF und 
APRIL aktiviert werden (Litinskiy et al., 2002). Die BAFF-bindenden Rezeptoren führen 
zur Aktivierung von TRAFs und NF-κB und senden somit u.a. auch Überlebenssignale an 
die Zelle (Mackay et al., 2003; Schiemann et al., 2001). Desweiteren ist die Expression des 
B-Zell-Lymphom-Proteins 6 (engl. B cell lymphoma 6, BCL-6) für die GC-Reaktion 
essentiell (Allman et al., 1996; Dent et al., 1997; Ye et al., 1997). BCL-6 ist ein 
Transkriptions-Repressor, wird hauptsächlich in GC-B-Zellen exprimiert und inhibiert z.B. 
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den für die B-Zell-Differenzierung wichtigen TF BLIMP (engl. B lymphocyte-induced 
maturation protein 1) (Cattoretti et al., 1995; Dhordain et al., 1997; Shaffer et al., 2000) 
sowie die Expression des pro-apoptotischen Proteins p53 (Phan und Dalla-Favera, 2004). 
Die Inhibition der p53-Expression erlaubt es den GC-B-Zellen, ein gewisses Maß an DNA-
Doppelstrangbrüchen, die im Zuge der SHM bzw. des KW auftreten, zu tolerieren 
(Papavasiliou und Schatz, 2000; Stavnezer et al., 2008). 
Die Differenzierung der B-Zelle zum Zentroblasten geht mit einer massiven 
Expression der Aktivierungs-induzierten Cytidin Deaminase (engl. activation-induced 
cytidine deaminase, AID) einher (Muramatsu et al., 1999). AID iniiert den KW und die 
SHM durch eine DNA-Deaminierung von Cytidin zu Uracil in Ig-Wechsel- bzw. in 
rearrangierten V-Regionen und ist somit für die GC-Reaktion essentiell (Bransteitter et al., 
2003; Chaudhuri et al., 2003; Dickerson et al., 2003; Muramatsu et al., 2000; Muramatsu et 
al., 1999; Petersen-Mahrt et al., 2002; Revy et al., 2000). Diese Deaminierung führt durch 
einen Doppelstrangbruch und eine Rekombinations-Reaktion zu einem KW bzw. durch 
DNA-Reparaturereignisse zu einer Mutation. Es wird angenommen, dass die Deaminierung 
von ca. 70-250 Cytidins pro DNA-Replikationszyklus bei der SHM zielgerichtet an 
vornehmlich WRC-Motifen (W = A oder T, R = A oder G, C = C) verläuft (de Yebenes und 
Ramiro, 2006). Die SHM und der KW sind von der Transkription abhängig (Chaudhuri et 
al., 2003; Fukita et al., 1998; Peters und Storb, 1996). Mutationen werden in funktionelle 
sowie in nicht-funktionelle V-Genumordnungen eingeführt (Roes et al., 1989).  
AID wird hauptsächlich in GC-B-Zellen sowie in einigen extrafollikulär-aktivierten 
B-Zellen ausgeprägt (Greiner et al., 2005; Muramatsu et al., 1999). Eine einfache 
Replikation über ein deaminiertes Cytidin führt z.B. zu einer C-T bzw. zu einer G-A 
Transitions-Mutation. Ein Uracil innerhalb der DNA kann zur Aktivierung von 
verschiedenen DNA-Reparatur-Prozessen führen. Diese Reparatur-Prozesse, die 
normalerweise für genomische Stabilität sorgen, sind in GC-B-Zellen vor allem durch das 
Involvieren von Fehler-behafteten DNA-Polymerasen für eine grosse Vielfalt an 
Mutationsereignissen und für eine effiziente Affinitätsreifung verantwortlich. 
Die SHM und der KW führen zu einer nicht unerheblichen DNA-Destabilisierung. 
Aus diesem Grund ist eine strenge Kontrolle der AID-Ausprägung und -Aktivität, der 
Aktivität der AID-Kofaktoren sowie eine Kontrolle der AID-Zielstrukturen für die Zelle 
unerlässlich und findet vermutlich auf mehreren Ebenen statt. Das effektive Zusammenspiel 
dieser Kontrollmechanismen während der GC-Reaktion kontrolliert somit einerseits eine 
zielgerichtete Affinitätsreifung sowie einen adäquaten KW und andererseits eine 
genomische Stabilität der nicht-Ig-Loci. Missglückt diese vielschichtige Kontrolle, so kann 
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es zu einer weitläufigen genomischen Instabilität kommen. Fehlgerichtete Mutationen 
wurden in normalen GC-B-Zellen in z.B. CD79a und -b, Bcl-6 und CD95 gefunden (Gordon 
et al., 2003; Müschen et al., 2000b; Shen et al., 1998). Aberrante somatische Hypermutation 
(ASH) ist eine fehlgerichtete Hypermutation, die in malignen jedoch nicht in normalen B-
Zellen vorkommt. Sie wurde zuerst in den Genen für Pim1, Myc, Rho H und Pax 5 von 
diffus-grosszelligen Lymphomen nachgewiesen (Pasqualucci et al., 2001). 
 
1.2 Das Epstein-Barr Virus 
Das Epstein-Barr virus (EBV) gehört zur Familie der γ-Herpesviren und ist auch bekannt 
unter dem Namen „humanes Herpesvirus 4“. Wie alle Herpesviren besitzt EBV einen 
latenten und einen lytischen Zyklus (Rickinson und Kieff, 2001). Über 90% der Menschen 
weltweit sind latent mit EBV infiziert (Küppers, 2003). EBV infiziert bevorzugt B-Zellen 
und verbleibt in diesen als vorwiegend harmloses Virus. Die Entdeckung von EBV 1964 
beruht auf der elektronen-mikroskopischen Suche von Epstein, Achong und Barr nach einem 
Virus im zentralafrikanischen Burkitt Lymphom (BL). EBV ist damit als erstes 
menschliches Tumorvirus identifiziert worden (Epstein et al., 1965). Die tumorigenen 
Eigenschaften des Virus zeigen sich vor allem darin, dass EBV normale B-Zellen in vitro zu 
unsterblichen Zelllinien transformieren kann (Henle et al., 1967). Diese lymphoblastoiden 
Zelllinien (engl. lymphoblastoid cell lines, LCLs) sind durch EBV aktiviert und verändern 
ihre Zellmorphologie. Nach einer Wachstumskrise wird in den LCLs die zelluläre 
Telomerase reaktiviert und die Zellen dadurch immortalisiert (Bornkamm und 
Hammerschmidt, 2001). LCLs sind z.B. zur Analyse der tumorigenen Eigenschaften und 
Regulationsmechansimen verschiedener latenter EBV-Proteine ein wichtiger Bestandteil der 
EBV-Forschung (Rickinson und Kieff, 2001).  
 
1.2.1 Infektion und Persistenz 
Die Ansteckung mit EBV verläuft gewöhnlich über den Speichel zwischen zwei Individuen 
und führt im Kindesalter zu einer asymptomatischen Infektion und zur lebenslangen 
Persistenz des Virus in den B-Zellen (Fleisher et al., 1979; Golden et al., 1973). Eine 
verzögerte Infektion in der Pubertät oder im jungen Erwachsenenalter kann jedoch zu der 
Erkrankung „infektiöse Mononukleose (IM)“ führen (Henle et al., 1968; Sawyer et al., 
1971). Bei dieser selbst-limitierenden Erkrankung findet eine starke Zellteilung EBV-
infizierter B-Zellen statt, so dass bis zu 1% der peripheren Blut (PB) B-Zellen mit dem Virus 
infiziert sein können. Der sich ausbreitende Virus wird durch eine massive NK- (engl. 
natural killer) und T-Zell-Immunantwort kontrolliert und nach wenigen Wochen sind fast 
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alle EBV-infizierten B-Zellen verschwunden (Callan et al., 1998). Die seltenen, übrig 
gebliebenen EBV+ B-Zellen sind in die virale Persistenz übergegangen und können von NK- 
und T-Zellen nicht mehr erkannt werden (Küppers, 2003; Vetsika und Callan, 2004). Die 
Frequenz EBV+ B-Zellen variiert zwischen Individuen von 1-10 in 106, bleibt innerhalb 
eines Virus-Trägers jedoch über viele Jahre stabil (Khan et al., 1996). EBV kann prinzipiell 
auch Epithelzellen infizieren (Pegtel et al., 2004; Tugizov et al., 2003). Eine Infektion von 
Epithelzellen ist vermutlich wichtig für die Virusvermehrung und -freisetzung in den 
Speichel (Thorley-Lawson, 2005; Tugizov et al., 2003). Eine Rolle bei der Etablierung der 
EBV-Persistenz ist hingegen eher unwahrscheinlich (Niedobitek et al., 2000). 
Die Infektion der B-Zellen verläuft über die Anheftung des viralen 
Membranglykoproteins p350/220 an den B-Zell-Komplementrezeptor CD21 (Nemerow et 
al., 1985; Tanner et al., 1987). Nach der Anheftung wird die folgende Endozytose vom 
MHC II Komplex auf der B-Zelle unterstützt (Haan et al., 2000; Haan und Longnecker, 
2000). Anschließend zirkularisiert das vorerst lineare, 172 kbp lange, doppelsträngige DNA-
Molekül des Virus im Kern der B-Zelle zu einem Episom. Wenige Tage nach der Zell-
Infektion wird das Virus-Genom amplifiziert, so dass pro Zelle zwischen 10-100 EBV-
Episome vorhanden sind (Hurley und Thorley-Lawson, 1988; Kintner und Sugden, 1979). 
Teilt sich die EBV-infizierte B-Zelle, so werden die Episome gleichmässig auf die 
Tochterzellen verteilt. Die Differenzierung der EBV-infizierten B-Zelle zur Plasmazelle 
führt zur Aktivierung des EBV lytischen Zyklus (Laichalk und Thorley-Lawson, 2005; Sun 
und Thorley-Lawson, 2007). Im lytischen Zyklus entstehen neue Viruspartikel, die infizierte 
B-Zelle stirbt und es kann im Mundrachenraum über den Speichel zur Infektion neuer 
Individuen bzw. zur Infektion neuer B-Zellen im gleichen Virus-Träger kommen (Golden et 
al., 1973). EBV kann sich somit latent wie auch durch den lytischen Zyklus verbreiten. 
EBV kann in den B-Zellen verschiedene Latenzzustände annehmen und beweist 
damit eine enorme Anpassung an die B-Zellphysiologie. Die B-Zell-Spezifität von EBV 
wird durch die Abhängigkeit des Latenz III-Promotors von dem B-Zell-spezifischen TF 
PAX5 erreicht (Tierney et al., 2007). Die Infektion der B-Zelle führt zunächst zur Latenz III 
(Alfieri et al., 1991). In diesem Latenz-Stadium werden 12 latente Gene des EBV 
ausgeprägt. Zu diesen gehören die latenten Membranproteine LMP1, -2A und -2B sowie die 
nukleären Proteine (engl. EBV nuclear antigens, EBNA) EBNA1, -2, -3A, -3B, -3C und 
EBNA-LP, zwei nicht-polyadenylierte RNAs, EBER1 und EBER2 (engl. EBV-encoded 
RNA) sowie die BARTs (engl. BamHI A fragment rightward transcripts), eine Familie von 
RNA-Molekülen, die durch alternatives Spleissen eines Transkriptes entstehen. Die Latenz 
III wird auch in LCLs ausgeprägt. Das Latenzstadium II zeichnet sich durch die Expression 
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von EBNA1, LMP1, LMP2A und -2B sowie die Expression der EBER- und BART-
Transkripte aus (Küppers, 2003). In der Latenz 0 hingegen werden nur noch die EBER- und 
BART-Transkripte und evtl. noch LMP2A exprimiert (Chen et al., 1995; Hochberg et al., 
2004a; Küppers, 2003; Miyashita et al., 1997; Tierney et al., 1994). Es wird vermutet, dass 
EBV bevorzugt naive B-Zellen infiziert, diese aktiviert und dann im Zuge einer GC-
Reaktion eine lebenslange Persistenz in Gedächtnis-B-Zellen ausbildet (Thorley-Lawson, 
2001). Unterstützt wird diese Vermutung durch den Befund, dass EBV in tonsillären naiven 
B-Zellen eine Latenz III, in GC-B-Zellen eine Latenz II und in peripheren Gedächtnis-B-
Zellen eine Latenz 0 ausprägt (Babcock et al., 2000; Joseph et al., 2000). Dieses Szenario 
beschreibt eine weitestgehende Anpassung des Virus an die verschiedenen B-Zell-
Differenzierungsstadien und impliziert die Notwendigkeit einer GC-Reaktion zur Persistenz-
Entwicklung von EBV (Thorley-Lawson, 2001). Durch die Ausprägung der Latenz 0 und 
der damit verbundenen Reduktion immunogener EBV-Proteine bleibt das Virus in der 
Persistenz von zytotoxischen T-Zellen weitestgehend unentdeckt (Miyashita et al., 1997). 
Die Latenz 0, in seltenen, sichteilenden Zellen begleitet von einer EBNA1-Expression, 
konnte im PB von gesunden Individuen wie auch in IM-Patienten nachgewiesen werden 
(Hochberg et al., 2004a; Hochberg et al., 2004b). Eine Latenz I mit der Expression von 
EBNA1 und den EBER- sowie BART-Transkripten findet sich hauptsächlich im BL 
(Küppers, 2003). 
Die Ausnutzung der B-Zell-Differenzierungsstadien durch EBV zur Entwicklung 
einer lebenslangen Persistenz wird kontrovers diskutiert. Histologische Untersuchungen von 
GC in der EBV-Persistenz zeigten nur selten EBV-positive B-Zellen innerhalb der GC 
(Araujo et al., 1999; Kobayashi et al., 1998). Das LMP1 Protein blockiert zudem die 
Ausprägung des für die GC-Reaktion essentiellen Bcl-6 Proteins (Cattoretti et al., 1997; 
Dent et al., 1997; Ye et al., 1997) und es wurde beschrieben, dass in LMP1-transgenen 
Mäusen die Ausbildung von GC blockiert ist (Uchida et al., 1999). Auch während der IM 
scheinen EBV+ B-Zellen nicht an dem Differenzierungsstadium der GC-Reaktion 
teilzunehmen. EBV befindet sich zwar in B-Zellen mit mutierten V-Genumordnungen, 
jedoch tragen die expandierten EBV-Klone keine intraklonalen Mutationen und haben somit 
die SHM deaktiviert (Kurth et al., 2000). In IM-Tonsillen können die EBV+ B-Zellen 
unterschiedliche Latenzformen annehmen. Hierzu gehört z.B. auch eine eher ungewöhnliche 
Latenz IV mit der Expression von EBNA2, den EBER-Transkripten, aber ohne die 
gleichzeitige Expression von LMP1 (Kurth et al., 2003; Niedobitek et al., 1997a). 
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1.2.2 Latente Genprodukte 
Das EBV-Genom kodiert u.a. für neun verschiedene latente Proteine, zwei nicht-
polyadenylierte RNAs und die BART-Transkripte (s.o.). Es sind vor allem die latenten 
Proteine, die für die vielfältigen Interaktionen des Virus mit den zellulären 
Regulationsmechanismen verantwortlich sind und auf diesem Weg zur Ausbreitung des 
Virus und zur Etablierung der viralen Persistenz beitragen. Molekulares Mimikry erlaubt es 
einigen latenten EBV-Proteinen zudem zelluläre Proteine in ihrer Wirkungsweise 
nachzuahmen und gleichzeitig deren Regulationsmechanismen zu umgehen.  
 EBNA1 ist ein Sequenz-abhängiges DNA-bindendes Protein, das durch die Bindung 
an den Replikations-Ursprung (oriP) für die Replikation des viralen Genoms verantwortlich 
ist (Summers et al., 1996; Wysokenski und Yates, 1989; Yates et al., 2000; Yates et al., 
1985). Zusätzlich sorgt EBNA1 auch während der Mitose für die korrekte Verteilung der 
Episome auf die Tochterzellen. EBNA1 ist somit zur Erhaltung des viralen Genoms in sich 
teilenden EBV+ B-Zellen der verschiedenen Latenzstadien unerlässlich (Aiyar et al., 1998). 
Es ist zudem beschrieben, dass EBNA1 auch für die Transkription des viralen Cp Promotors 
und somit für die Expression der anderen transformierenden Proteine nach der Infektion von 
B-Zellen erforderlich ist (Altmann et al., 2006). Eine Glycin-Alanin Wiederholung in der 
EBNA1-Peptidsequenz verhindert die effektive proteolytische Spaltung des Proteins. 
EBNA1 ist daher nur sehr wenig immunogen (Levitskaya et al., 1995). 
EBNA2 ist der Hauptaktivator viraler und zellulärer Gene und für die Wachstums-
Transformation von B-Zellen essentiell (Bornkamm et al., 1982; Miller et al., 1974). Die 
Aktivität von EBNA2 ist zum Teil von der Bindung an den zellulären Transkriptions-
Repressor CBF1 abhängig und es wurde gezeigt, dass die CBF1/EBNA2-Bindung für die 
Transformation von B-Zellen verantwortlich ist (Hsieh und Hayward, 1995; Ling et al., 
1993; Yalamanchili et al., 1994; Zimber-Strobl et al., 1994). CBF1 wird normalerweise von 
Notch-1 reguliert. EBNA2 ahmt in seiner Wirkungsweise somit einen aktivierten Notch-1-
Rezeptor nach (Hjalgrim et al., 2003; Strobl et al., 1997). Tatsächlich kann Notch-1 die 
Funktion von EBNA2 in immortalisierten B-Zellen teilweise ersetzen (Gordadze et al., 
2001; Höfelmayr et al., 2001). EBNA2 ist u.a. für die Aktivität der EBV Cp-, LMP1- und 
LMP2-Promotoren sowie z.B. auch für die Ausprägung der zellulären Proteine CD21, 
CD23, CCR7, AML-2, FcRH5, HES-1, c-Myc, des AP-1-Inhibitors BATF und IRTA2 
verantwortlich (Burgstahler et al., 1995; Cordier et al., 1990; Johansen et al., 2003; Kaiser et 
al., 1999; Mohan et al., 2006; Spender et al., 2002; Wang et al., 1987; Wang et al., 1990). 
Gen-reprimierende Eigenschaften von EBNA2 wurden z.B. für den Schwerketten-Lokus 
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beschrieben (Jochner et al., 1996), so dass LCLs in der Latenz III nur eine geringe BCR-
Ausprägung aufweisen. 
Die EBNA3-Proteine sind an der Transkriptions-Regulation und Proliferation der 
latent EBV-infizierten B-Zellen beteiligt. Für die Immortalisierung von B-Zellen sind die 
EBNA3A- und EBNA3C-Proteine unerlässlich (Tomkinson et al., 1993). Eine der Aufgaben 
der EBNA3-Proteine ist vermutlich die post-translationale EBNA2-Regulation, da sie wie 
EBNA2 an CBF1 binden und die EBNA2-Bindung an CBF1 dadurch inhibieren können 
(Dalbies-Tran et al., 2001; Johannsen et al., 1996; Robertson et al., 1995; Waltzer et al., 
1996). Zudem inhibieren alle EBNA3-Proteine den Zellzyklus-Arrest am G2/M Übergang 
(Krauer et al., 2004). EBNA-LP gehört zusammen mit EBNA2 zu den ersten zwei Proteinen, 
die nach der Infektion von B-Zellen gebildet werden, und ist für den Prozess der B-Zell-
Transformation als EBNA2-Coaktivator essentiell (Harada und Kieff, 1997; Mannick et al., 
1991; Nitsche et al., 1997; Peng et al., 2004a; Peng et al., 2004b; Peng et al., 2000). 
Das LMP1 Protein ist ein integrales Membranprotein und ahmt durch die CTAR (C-
terminalen aktivierenden Regionen)-1 und -2 in seiner Wirkungsweise einen aktivierten 
CD40R nach (Gires et al., 1997; Kilger et al., 1998) (Abb. 3). Die LMP1 CTAR-1 Domäne 
kann dabei von den TRAF-1, -2, -3 und -5 gebunden werden. Die CTAR-2 hingegen bindet 
TRADD (TNF-receptor associated death domain protein) und RIP (TNFα related receptor 
interacting protein) und rekrutiert TRAF-2 und über weitere Proteine TRAF6 (Devergne et 
al., 1996; Izumi et al., 1999; Luftig et al., 2003; Mosialos et al., 1995; Wu et al., 2006). Die 
Aktivierung von TRAF-3 über die CTAR-1 ist für die Aktivierung von NIK (engl. NF-κB-
inducing kinase), IKK-α (engl. inhibitor of κB kinase) und die damit verbundene NF-κB-
Freisetzung über den nicht-kanonischen NF-κB-Signalweg in den Zellkern verantwortlich 
(Luftig et al., 2004). Die CTAR-2-Bindung an TRADD verdeckt die pro-apoptotische 
Funktionsdomäne von TRADD und aktiviert über TRAF-6 und TAK1 den kanonischen NF-
κB-Signalweg (Schneider et al., 2008; Wu et al., 2006).  
Die meisten regulatorischen Funktionen von LMP1 gehen auf die Aktivierung von 
NF-κB zurück (Cahir-McFarland et al., 2000). LMP1 aktiviert zudem die JAK-STAT, die 
PI3K- und JNK-Signalwege (Dawson et al., 2003; Gires et al., 1999; Kieser et al., 1997; 
Zhang et al., 2004). Die wichtigsten Unterschiede von LMP1 zu einem aktivierten CD40R 
liegen darin, dass LMP1 TRADD binden kann und durch die Ligand-unabhängige Bildung 
von LMP1-Aggregaten im Gegensatz zum CD40R ein konstitutives Signal sendet (Gires et 
al., 1997; Kieser et al., 1999). 
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Abb. 3: Schematische Darstellung des molekularen Mimikry der CD40-Signalkaskade durch LMP1 in 
einer B-Zelle. Zu sehen sind die Membran-ständigen LMP1- und CD40-Moleküle mit den cytoplasmatischen 
CTAR-Domänen. CTAR-assoziierte Faktoren führen zur Aktivierung der angezeigten Signalkaskaden. 
 
Transformierende Eigenschaften von LMP1 zeigen sich vor allem darin, dass LMP1 für die 
Proliferation EBV-immortalisierter B-Zellen unerlässlich ist (Kaye et al., 1993; Kilger et al., 
1998) und in transgenen Mäusen B-Zell-Lymphome induziert (Kulwichit et al., 1998). 
LMP1 kann zudem die Induktion der anti-apoptotisch-wirkenden Proteine BCL-2, A20 und 
Mcl-1 induzieren und auf diesem Weg die B-Zelle vor der Apoptose schützen (Henderson et 
al., 1991; Laherty et al., 1992; Wang et al., 1996). Das LMP1-Signal inhibiert die 
Expression von BCL-6 (Cattoretti et al., 1997), so dass in LMP1-transgenen Mäusen zwar 
ein B-Zell-KW stattfinden konnte, jedoch keine SHM und keine GC gefunden werden 
konnten (Uchida et al., 1999). Eine Fusion der zytoplasmatischen Domäne von LMP1 und 
der Transmembran-Domäne des CD40R zeigte, dass ein Ligand-abhängiges LMP1-Signal 
das CD40-Signal vollständig ersetzen kann ohne B-Zellen zu hyperaktivieren oder auffällig 
in die Proliferation zu treiben (Rastelli et al., 2008). Über die NF-κB-abhängige Aktivierung 
von BAFF und APRIL, zwei wichtigen Überlebenssignalen von B-Zellen (s. 1.1.4), kann 
LMP1 einen T-Zell-unabhängigen KW induzieren (He et al., 2003). 
LMP2A und LMP2B sind verwandte Proteine und unterscheiden sich nur in der 
hydrophilen N-terminalen Domäne von LMP2A. Die N-terminale hydrophile Domäne von 
LMP2A beinhaltet wie Igα und Igβ des BCR ITAM-Motive (engl. immunoreceptor tyrosine 
activation motive) (Beaufils et al., 1993), die nach Phosphorylierung die Tyrosinkinasen 
LYN und SYK aktivieren können. LMP2A ahmt somit ein BCR-Signal nach (Abb. 4). Im 
Gegensatz zum BCR sendet LMP2A jedoch ein konstitutives Signal (Longnecker, 2000). 
 
CD40 
ERK/JNK/MAPKs
...
CTAR2
CTAR1 
LMP1 
TRAFs/
TRADD/RIP/ 
JAK3
TRAFs/JAK3 
CTAR 
PI3K/AKT 
NF-κB/STAT/AP-1
Einleitung 
   18
 
Abb. 4: Schematische Darstellung des molekularen Mimikry der BCR-Signalkaskade durch LMP2A in 
einer B-Zelle. Zu sehen sind die Membran-ständigen LMP2A- und BCR-Moleküle mit den cytoplasmatischen 
ITAM-Motiven. Die ITAM-assoziierten Kinasen LYN und SYK aktivieren die angezeigten Signalkaskaden. 
 
In transgenen Mäusen konnte gezeigt werden, dass LMP2A das BCR-Signal potentiell 
ersetzen kann. So erlaubt LMP2A z.B. BCR-losen B-Zellen der Maus das Überleben in der 
Peripherie (Caldwell et al., 1998; Casola et al., 2004). Durch die Rekrutierung von LYN und 
SYK sowie durch den Ausschluss des BCR aus dem B-Zell-Signalosom durch LMP2A-
Aggregatbildung reduziert LMP2A die Bindung dieser Tyrosinkinasen an den BCR und 
vermindert auf diese Weise die Aktivierung des BCR nach Antigenbindung bzw. inhibiert 
die BCR-induzierte Apoptose (Dykstra et al., 2001; Fukuda und Longnecker, 2005; Miller et 
al., 1995; Miller et al., 1994). Ferner bindet LMP2A E3-Protein-Ubiquitin-Ligasen, die 
sowohl SYK und LYN als auch LMP2A ubiquitinieren und damit destabilisieren können 
(Ikeda et al., 2003; Winberg et al., 2000). LMP2A kann demnach das Überlebenssignal des 
BCR ersetzen und gleichzeitig die Schwelle der Antigen-Aktivierung und -Prozessierung der 
B-Zellen sowie der damit verbundenen Reaktivierung des EBV-lytischen Zyklus 
heraufsetzen (Miller et al., 1995). Es konnte gezeigt werden, dass die ITAM-Motive für 
diese Funktionen von LMP2A essentiell sind (Fruehling und Longnecker, 1997; Merchant et 
al., 2000). 
Die nicht-polyadenylierten EBER-Transkripte, EBER1 und EBER2, werden durch 
die RNA-Polymerase III generiert und nicht translatiert (Arrand und Rymo, 1982; Lerner et 
al., 1981; Rosa et al., 1981). Sie sind mit bis zu 107 RNA-Molekülen pro Zelle die am 
stärksten ausgeprägten Transkripte in allen Latenzstadien (Arrand und Rymo, 1982; 
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Delecluse et al., 2007; Gilligan et al., 1990; Howe und Steitz, 1986). Durch die starke 
Ausprägung der EBER kann die Detektion von EBV+ B-Zellen am verlässlichsten und 
sensitivsten durch eine EBER-In-Situ-Hybridisierung (EBER-ISH) durchgeführt werden 
(Khan et al., 1992). Die Funktion der EBV-BART-Transkripte war lange unbekannt. Erst 
kürzlich wurde gezeigt, dass sie für Mikro-RNAs (miRs) kodieren (Pfeffer et al., 2004). Die 
latenten Genprodukte von EBV beeinflussen die zellulären Regulationsmechanismen der 
Transkription, Proliferation und des Zell-Überlebens eindringlich und können auf diesem 
Weg potentiell eine maligne B-Zell-Transformation fördern.  
 
1.3 EBV-assoziierte GC-B-Zell-Lymphome 
Lymphome sind die fünft-häufigsten Krebserkrankungen der westlichen Welt. In 95% der 
Lymphome stammen die Krebszellen von B-Zellen ab und in den meisten Fällen hat die 
maligne Transformation im GC stattgefunden (Küppers, 2005). Die WHO (engl. world 
health organization) für Lympome unterscheidet zwischen 15 verschiedenen B-Zell-
Lymphomen (Jaffe E. S., 2001). Sie unterscheiden sich in ihrer Häufigkeit, in ihrem 
klinischen Verhalten und vor allem in der Art der genetischen Aberrationen, die zur 
malignen Transformation der Zelle geführt haben. 
Prinzipiell gibt es drei Stadien in der B-Zellentwicklung und -differenzierung, in 
denen die Regulationsmechanismen zur Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität 
bewusst umgangen werden. Das erste Stadium bildet hierbei die VHDHJH- bzw. VLJL-
Rekombination im Knochenmark, wo RAG-generierte DNA-Doppelstrangbrüche 
normalerweise zu einer VHDHJH- bzw. VLJL-Genumlagerung prozessiert werden (s. 1.1.2). 
Eine fehlgerichtete Reparatur der DNA-Doppelstrangbrüche kann jedoch zu Chromosomen-
Translokationen führen. Bei Translokations-Ereignissen in B-Zell-Lymphomen wird 
üblicherweise ein Proto-Onkogen, wie BCL-1 im Mantelzell-Lymphom oder BCL-2 im 
follikulären Lymphom, in die Nähe der regulatorischen Elemente der Ig-Loci transloziert. 
Dadurch kommt es zu einer fehlgesteuerten Onkogen-Aktivierung und somit zur 
Transformation der Zelle (Küppers, 2005; Shaffer et al., 2002). Chromosomen-
Translokationen innerhalb der Ig-Genumlagerungen finden hauptsächlich auf den nicht-
produktiven Allelen statt, so dass die Expression eines funktionellen BCR stets gegeben ist 
(Vaandrager et al., 1998). Das zweite und dritte Stadium, in denen die genomische Integrität 
bewusst verletzt wird, bilden die SHM und der KW während der GC-Reaktion. Hier kann es 
durch eine Imbalance der jeweiligen Kontrollmechanismen ebenfalls zu Chromosomen-
Translokationen bzw. zu Punktmutationen kommen, die zur Inaktivierung von Tumor-
Suppressorgenen bzw. zur Aktivierung von Onkogenen führen können. Beispiele für SHM- 
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und KW-assoziierte Translokationen sind das endemische bzw. das sporadische Burkitt 
Lymphom (BL) (Goossens et al., 1998; Küppers und Dalla-Favera, 2001; Neri et al., 1988; 
Pelicci et al., 1986; Rabbitts et al., 1983). Neben der Aktivierung von Onkogenen bzw. der 
Inaktivierung von Tumor-Suppressorgenen können auch virale Onkogene, z.B. in EBV-
infizierten B-Zellen, eine entscheidene Rolle bei der Transformation der Zelle spielen. 
EBV-assoziierte B-Zell-Lymphome stammen alle von GC-B-Zellen ab (Abb. 5). Zu 
diesen GC-B-Zell-Lymphomen gehören ca. 95% der endemischen BL, ca. 40% der 
klassischen HL und in immungeschwächten Patienten die PTLD-Subtypen des polymorphen 
PTLD und immunoblastischen diffus-grosszelligen B-Zell-Lymphoms (DLBCL) (Brady et 
al., 2007; Bräuninger et al., 2006; Capello et al., 2003; Carbone und Gloghini, 2005). Die 
EBV-Infektion scheint in diesen Lymphomen ein frühes und wichtiges transformierendes 
Ereignis für die Zelle zu sein, da klonale EBV-Genome in jeder Zelle des jeweiligen 
Tumorklons zu finden sind. Die Seltenheit, mit der EBV in anderen B-Zell-Lymphomen 
bzw. in normalen PB-B-Zellen vorhanden ist, unterstützt die Annahme, dass EBV eine 
tragende Rolle in der Pathogenese der o.g. Tumore spielt. Die EBV-positiven GC-B-Zell-
Lymphome werden im Weiteren vorgestellt. 
 
 
 
Abb. 5: Schematische Darstellung des vermuteten Ursprungs der GC-B-Zell-assoziierten Lymphome im 
GC eines sekundären Follikels. Die B-Zellen sind wie in Abb. 3 als Kreise dargestellt. Die putativen 
Vorläuferzellen des BL, PTLD und HL entstehen aus GC-B-Zellen mit funktionellen (BL und PTLD) und 
nicht-funktionellen (HL und PTLD) BCR. 
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1.3.1 Das Burkitt Lymphom 
Das BL gehört zu den aggressiven B-Zell-Lymphomen. Es werden die drei Formen des 
sporadischen, des endemischen und des HIV-assoziierten BL unterschieden. Das 
sporadische BL macht ca. 1-2% der B-Zell-Lymphome in der westlichen Welt aus und ist 
nur selten EBV-positiv. Humanes-Immundefizienz-Virus (HIV)-assoziierte BL-Fälle sind zu 
ca. 30% EBV-positiv. Das endemische BL ist die häufigste Tumorerkrankung in Äquator-
nahen Gegenden von Afrika, in denen ebenfalls die Malaria endemisch auftritt. Die 
endemischen BL-Fälle sind nahezu alle EBV-positiv (Brady et al., 2007). Das gemeinsame, 
BL-kennzeichnende Transformations-Ereignis ist die c-Myc-Translokation an entweder den 
IgH Lokus, t (8;14) in ca. 80% der BL-Fälle oder an die IgL Loci t (2;8) bzw. t (8;22) in den 
übrigen 20% der BL-Fälle (Brady et al., 2007).  
C-Myc aktiviert Zelltyp-spezifisch die Proliferation, Differenzierung oder Apoptose 
und wird normalerweise durch die RAS/MAPK/AKT-Signalwege streng kontrolliert (Sears 
et al., 1999). Durch die Translokation wird c-Myc konstitutiv und ausschliesslich von dem 
translozierten Allel exprimiert (ar-Rushdi et al., 1983). Eine c-Myc-Überexpression führt 
normalerweise zur Aktivierung von p53 und damit zur Apoptose der Zelle (Cherney et al., 
1997). Im BL wird dieser Regulations-Mechanismus in ungefähr 1/3 der Fälle durch 
inaktivierende p53 Mutationen aufgehoben (Farrell et al., 1991; Gaidano et al., 1991). Das 
BL ist ein typisches GC-B-Zell-Lymphom. Es werden GC-spezifische Proteine wie CD77, 
CD10, HGAL und BCL-6 ausgeprägt und die Tumorzellen zeigen V-Gen-Mutationen mit 
teilweise intraklonalen Unterschieden (Chapman et al., 1995a; Chapman et al., 1996).  
EBV befindet sich in den meisten BL-Fällen in der vom Qp-Promotor-induzierten 
Latenz I. Seltene BL-Fälle weichen von der Latenz I ab und zeigen z.B. eine Latenz vom 
Wp-Promotor mit der Ausprägung von EBNA1, EBNA3A-C und EBNA-LP, jedoch ohne 
EBNA2 bzw. eine Latenz mit EBNA2, aber ohne LMP1 (Kelly et al., 2002; Kelly et al., 
2006; Kelly et al., 2005). Einige Fälle sind zudem LMP2A-positiv (Bell et al., 2006; Tao et 
al., 1998). Es wird vermutet, dass die Ausprägung einer eingeschränkten Anzahl latenter 
Genprodukte in den meisten BL-Fällen bzw. die Ausprägung unterschiedlicher Latenzen in 
einigen BL-Fällen für den anti-apoptotischen Effekt des Virus bei der jeweiligen BL-
Entstehung wichtig ist (Brady et al., 2007; Kelly et al., 2006). 
 
1.3.2 Das Hodgkin Lymphom 
Das HL ist eines der häufigsten Lymphome der westlichen Welt und kann in die Subtypen 
des klassischen und des Lymphozyten-prädominanten (LP)-HL unterteilt werden. Zum 
klassischen HL gehören die Zell-gemischten (engl. mixed cellularity, MC), die nodular-
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sklerotischen, die Lymphozyten-reichen und die Lymphozyten-armen Fälle (Bräuninger et 
al., 2006). Ein wichtiges Charakteristikum des HL ist die Seltenheit der Hodgkin und 
Reed/Sternberg (HRS)-Tumorzellen im klassischen sowie der lymphozytischen und 
histiozytischen (L&H)-Tumorzellen im LP-HL in der Tumormasse von ca. 1%. Die übrigen 
Zellen im Tumor bestehen hauptsächlich aus gesunden, infiltrierenden T-Lymphozyten, 
Histiozyten, Esosinophilen, Granulozyten und Plasmazellen (Küppers, 2002).  
Der Ursprung des klassischen und LP-HL von GC-B-Zellen konnte durch 
Mikrodissektion einzelner HRS- und L&H-Zellen aus Tumorgewebe und Analyse der 
rearrangierten V-Gene aufgeklärt werden (Bräuninger et al., 1997; Küppers et al., 1994; 
Marafioti et al., 1997). In einigen seltenen Fällen können HRS-Zellen auch von T-Zellen 
abstammen (Müschen et al., 2000a). Die meisten Fälle (ca. 98%) des klassischen und LP-HL 
zeigen jeweils klonale und somatisch mutierte V-Genumordnungen. Im Gegensatz zum 
klassischen HL gibt es im LP-HL eine intraklonale Diversität in den V-Genumordnungen 
des Tumorklons, die auf die Herkunft der Tumor-Vorläuferzelle von GC-B-Zellen schließen 
lässt (Bräuninger et al., 1997; Küppers et al., 1994; Marafioti et al., 1997). Die Herkunft des 
klassischen HL von prä-apoptotischen GC-B-Zellen wird durch das Auffinden von BCR-
destruktiven Mutationen in ursprünglich funktionellen V-Genumordnungen der HRS-Zellen 
in ca. 25% der HL-Fälle indiziert (Kanzler et al., 1996; Küppers und Rajewsky, 1998). 
Normalerweise leiten B-Zellen, die während der Affinitätsreifung durch SHM im GC BCR-
destruktive oder Affinitäts-mindernde Mutationen erfahren haben, und dadurch nicht positiv 
selektioniert werden, die Apoptose ein (s. 1.1.4) (Liu et al., 1989; Rajewsky, 1996). HRS-
Zellen mit BCR-destruktiven Mutationen stammen somit vermutlich von prä-apoptotischen 
GC-B-Zellen ab, die aufgrund von Transformations-Ereignissen der Apoptose entkommen 
sind (Abb.5). Es wird vermutet, dass auch die übrigen HL-Fälle evtl. durch nachteilige, 
Affinitäts-mindernde Mutationen von prä-apoptotischen GC-B-Zellen abstammen (Kanzler 
et al., 1996; Küppers und Rajewsky, 1998). 
Chromosomen-Translokationen spielen in der Pathogenese von B-Zell-Lymphomen 
eine wichtige Rolle (s. 1.1.5). In einigen seltenen HL-Fällen aus Kombinations-Lymphomen 
konnten IgH/BCL-1- bzw. IgH/BCL-2-Translokationen gefunden werden (Schmitz et al., 
2005; Tinguely et al., 2003). Eine für das HL typische Chromosomen-Translokation wie z.B. 
die c-Myc Translokation im BL (s. 1.1.5) ist bisher jedoch nicht gefunden worden. 
Charakteristisch für das klassische HL sind hingegen die nahezu vollständig fehlende B-
Zell-Signatur der HRS-Zellen und ein konstitutiv-aktives NF-κB-Signal (Bargou et al., 
1997; Jundt et al., 2002b; Re et al., 2001; Schwering et al., 2003; Torlakovic et al., 2001). 
Anstelle der fehlenden B-Zell-spezifischen Kinasen und TF findet man im HL eine noch 
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weitestgehend ungeklärte aberrante Ausprägung von multiplen Signalkaskaden ursprünglich 
anderer Zelltypen, die durch die Aktivierung anti-apoptotischer und Proliferations-treibender 
Mechanismen zum HRS-Phänotyp führen (Bräuninger et al., 2006). Zu den aberrant-
ausgeprägten Signalmolekülen und TF gehören Notch-1, verschiedene Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen, die PI3K- und MEK/ERK-Signalwege sowie STAT-3, -5, -6, AP-1 und GATA3 
(Dutton et al., 2005; Jundt et al., 2002a; Kube et al., 2001; Küppers et al., 2003; Mathas et 
al., 2002; Renne et al., 2005; Skinnider et al., 2002; Zheng et al., 2003).  
Bei der Rettung der prä-apoptotischen HRS-Vorläuferzellen im GC spielt 
voraussichtlich die konstitutive NF-κB-Aktivierung eine tragende Rolle. NF-κB aktiviert 
z.B. die Expression des anti-apoptotischen DISC (engl. death-inducing signalling complex)-
Inhibitors cFLIP und induziert die Expression pro-inflammatorischer Zytokine (Dutton et 
al., 2004; Hinz et al., 2002; Kreuz et al., 2001). In einigen Fällen konnten genetische 
Aberrationen in den Genen für IκBα und IκBε, die die NF-κB-Retention im Zytoplasma 
verhindern und somit zur NF-κB-Aktivierung beitragen, in HRS-Zellen nachgewiesen 
werden (Cabannes et al., 1999; Emmerich et al., 1999; Emmerich et al., 2003; Jungnickel et 
al., 2000). Ein konstitutives NF-κB-Signal kann jedoch auch von EBV induziert werden. Ca. 
40% der klassischen HL-Fälle sind EBV-positiv (Küppers, 2003). Indizien für eine Rolle 
von EBV bei der HL-Pathogenese sind u.a. das Auffinden und die Klonalität von EBV in 
allen HRS-Zellen EBV-positiver HL-Fälle und das Verbleiben in diesen während des 
gesamten Krankheitsverlaufs (Brousset et al., 1994; Weiss et al., 1989). Desweiteren weisen 
Menschen, die an IM erkrankt waren, ein erhöhtes Risiko auf, ein HL zu entwickeln 
(Hjalgrim et al., 2003).  
 
1.3.3 Post-Transplantations-lymphoproliferative Erkrankungen 
Die Post-Transplantations-lymphoproliferativen Erkrankungen (engl. post transplantation 
lymphoproliferative disorders, PTLD) sind vorwiegend GC-B-Zell-Lymphome und 
entstehen in Patienten, die ein Organ oder eine allogene Knochenmarktransplantation 
(KMT) erhalten haben (Küppers, 2003). Anhand der Ausprägung des GC-Markers BCL-6 
bzw. der Plasmazell-Marker MUM-1 und CD138 lassen sich die PTLD in drei 
verschiedenen Subtypen einordnen. Der erste Subtyp umfasst die zentroblastischen DLBCL 
und BL mit einem Immunphänotyp von BCL-6+, MUM1+/-, CD138-. Der zweite Subtyp 
beschreibt die meisten polymorphen PTLD- und einige DLBCL-Fälle mit einem 
Immunphänotyp von BCL-6-, MUM1+, CD138- und der dritte umfasst einige polymorphe 
PTLD und die immunoblastischen DLBCLs mit einem Immunphänotyp von BCL-6-, 
MUM1+, CD138+ (Capello et al., 2005). 
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Das Risiko, ein PTLD zu entwickeln, ist durch die Transplantations-assoziierte 
Immunsuppression der Patienten bedingt und abhängig von der Art des Transplantates, dem 
Alter und des EBV-Status der Patienten (Capello et al., 2005). EBV- Patienten tragen ein um 
20-fach erhöhtes Risiko, ein B-Zell-Lymphom zu entwickeln (Ho et al., 1985). Nahezu alle 
der PTLD B-Zell-Lymphome sind EBV-positiv (Küppers, 2003). Die Immunsuppression der 
Patienten stört das Gleichgewicht zwischen den EBV+ B-Zellen und den EBV-spezifischen 
T-Zellen, so dass EBV+ B-Zellen in der Latenz III nicht mehr durch T-Zellen kontrolliert 
und zerstört werden können. Diese Latenz III-ausprägenden B-Zellen können ungehindert 
expandieren und sich nach einer zunächst poly- und/oder oligoklonalen Phase durch 
vermutlich weitere Transformationsereignisse zu einem monoklonalen Tumor entwickeln 
(Knowles, 1998). Das Latenzstadium III von EBV zeigt sich vorwiegend in den 
immunoblastischen DLBCL und polymorphen PTLD (Brink et al., 1997). Genetische 
Aberrationen im PTLD umfassen z.B. p53-Mutationen, die die Transaktivatorfunktion von 
p53 inhibieren, und durch aberrante SHM-eingeführte Mutationen in den Genen für Pim-1, 
PAX5, RhoH/TTF und c-Myc in einem Teil der Post-Transplantations DLBCL (Capello et 
al., 2005; Cerri et al., 2004). 
Wie in 25% der HL-Fälle wurden auch in einigen PTLD-Fällen BCR-destruktive 
Mutationen in rearrangierten V-Genumordnungen gefunden (Bräuninger et al., 2003; 
Capello et al., 2003; Timms et al., 2003). BCR-destruktive Mutationen entstehen während 
der GC-Reaktion, so dass das Auffinden solcher Mutationen in HL- und PTLD-Fällen nicht 
nur stark auf einen Ursprung des jeweiligen Tumorklons von prä-apoptotischen GC-B-
Zellen hindeutet, sondern auch auf ein Transformationsereignis, dass Rezeptor-losen B-
Zellen ermöglicht, in der Peripherie zu überleben. Dieses Transformationsereignis ist 
vermutlich eine EBV-Infektion. 
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 
Die Assoziation des EBV mit den Burkitt-, Hodgkin- und PTLD-Lymphomen sowie das 
Auffinden des viralen Genoms in jeder Tumorzelle der EBV+ Fälle deutet auf eine wichtige 
Rolle der EBV-Infektion in der frühen Lymphompathogenese hin. Desweiteren entstehen 
EBV+ HL und PTLD-Lymphome oft aus Zellen, in denen die SHM im GC zum Verlust des 
ursprünglich funktionellen BCR geführt hat (Bräuninger et al., 2006). Die Ausprägung des 
BCR-imitierenden LMP2A könnte für die Rettung der BCR-losen HL- und PTLD-
Vorläuferzellen vor der Apoptose verantwortlich sein, da z.B. die LMP2A-Transgen-
Ausprägung in der Maus BCR-losen B-Zellen ein Überleben in der Peripherie ermöglicht 
(Caldwell et al., 1998; Casola et al., 2004).  
 In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob im Rahmen einer In-Vitro-EBV-
Infektion tatsächlich auch humane GC-B-Zellen und insbesondere BCR-defiziente GC-B-
Zellen durch EBV vor der Apoptose gerettet und in LCLs (GC-LCLs) transformiert werden 
können. Dieser Nachweis wäre ein weiterer Hinweis darauf, dass EBV an der Entstehung 
des HL und PTLD eine maßgebliche Rolle spielt. GC-LCLs stellen zudem wichtige In-
Vitro-Modelle dar, um den Einfluss von EBV auf GC-B-Zellen zu analysieren und um die 
transformierenden Eigenschaften des Virus im Hinblick auf die Lymphompathogenese zu 
enthüllen. Zusätzlich zu den GC-LCLs werden LCLs aus naiven B-Zellen (N-LCLs) 
etabliert, um spezifisch den Einfluss von EBV auf GC- versus naive B-Zellen zu 
untersuchen und direkt mit molekularen Mustern von HL und PTLD-Lymphomen zu 
vergleichen. Im Fokus des Vergleichs stehen daher Marker unterschiedlicher B-Zell-
Differenzierungsstadien sowie Marker, die im HL aberrant ausgeprägt werden. Da eine 
fehlgerichtete AID-Aktivität in Verdacht steht, die maligne Transformation von B-Zellen zu 
fördern (Pasqualucci et al., 2001), wird zudem der Einfluss von EBV auf die SHM-Aktivität 
in den transformierten GC- und naiven B-Zellen untersucht. 
 Die Teilnahme EBV-infizierter B-Zellen an der GC-Reaktion wird in der Literatur 
kontrovers diskutiert. Es wird einerseits angenommen, dass EBV zur Etablierung der viralen 
Persistenz die B-Zell-Differenzierungsstadien ausnutzt. Andererseits deutet vieles darauf 
hin, dass EBV-infizierte B-Zellen an der GC-Reaktion nicht mehr teilnehmen können. In 
dieser Arbeit wird daher versucht, eine Methode zu etablieren, die es erstmals ermöglicht, 
die seltenen (ca. 1-10 in 106 B-Zellen) latent-EBV-infizierten B-Zellen aus dem PB gesunder 
Blutspender zu isolieren und auf Spuren einer vorrausgegangenen GC-Reaktion zu 
analysieren. Die Anwendung dieser Methode kann wichtige neue Erkenntnisse der normalen 
EBV-Infektion im Hinblick auf die Persistenz-Entwicklung geben und zudem Hinweise 
liefern, warum EBV in seltenen Fällen zu der Entstehung von B-Zell-Lymphomen führt. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Isolierung von BCR-defizienten GC- und naiven B-Zellen aus dem Blut 
Humane GC-B-Zellen wurden nach Aufklärung und schriftlicher Einverständnis der 
Patienten aus Tonsillen einer Routine-Tonsillektomie isoliert. Zur Aufreinigung von 
tonsillären mononukleären Zellen (englisch: tonsillar mononuclear cells, TMC) wurde 
zunächst das Tonsillen-Gewebe mit einem Skalpell geschreddert. Gewebsreste wurden über 
ein Sieb abgetrennt. Mononukleäre Zellen aus dem PB (englisch: peripheral blood 
mononuclear cells, PBMC) zur Isolierung naiver B-Zellen wurden aus Leukozyten-
angereicherten Blut-Präparaten (engl. buffy coats, BC) isoliert. Die weitere Aufreinigung der 
TMC und PBMC erfolgte durch eine Ficoll-Dichte-Gradienten Zentrifugation (Amersham, 
Freiburg, Germany). GC- und naive B-Zellen wurden danach durch magnetische 
Zellseparation (englisch: magnetic associated cell separation, MACS) isoliert. Hierfür 
wurden die TMC 10 Min. mit 50 µl anti-CD77-FITC (Becton Dickinson, BD, Heidelberg, 
Germany) pro 1 x 108 Zellen in einem Puffervolumen von 400 µl PBS/BSA 0,5% gefärbt 
und mit PBS/BSA 0,5% gewaschen. Danach wurden die TMC 20 Min. mit 1/5 Volumen 
(Vol) anti-FITC-Microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) inkubiert, 
gewaschen und die GC-B-Zellen über LS-MACS-Säulen isoliert. Um einer Apoptose der 
fragilen GC-B-Zellen zu vermeiden, wurden die Magnete, Säulen und Puffer bei 4˚C 
vorgekühlt und alle Aufreinigungsschritte auf Eis durchgeführt.  
 Naive B-Zellen wurden isoliert, indem man zunächst andere Zellpopulationen wie 
Gedächtnis-B-Zellen, einige T und NK Zellen mit CD27-Microbeads (Miltenyi Biotec) und 
Monozyten mit CD11b-Microbeads (Miltenyi Biotec) färbt und über MACS-Säulen 
abreinigt. Übrig gebliebene CD27-positive Zellen wurden in einem zweiten CD27-
Microbeads Färbe- und Abreinigungsschritt entfernt. Die Anfärbung der CD27-positiven 
und der CD11b-positiven Zellen erfolgte mit einem 1/1 Vol CD27-Microbeads bzw. einem 
1/5 Vol CD11b-Microbeads über 20 Min. bei 4ºC. Anschließend wurden die Zellen im 
Durchlauf mit einem 1/10 Vol CD19-Microbeads (Miltenyi Biotec) gefärbt und die naiven 
B-Zellen über zwei konsekutive positive MACS-Aufreinigungen isoliert. 
 
2.2 In-Vitro-Infektion mit EBV und Etablierung von GC- und N-LCLs 
Die EBV-Infektion der GC- und naiven B-Zellen erfolgte mit 5 ml Überstand der Marmoset 
Zelllinie B95-8 pro 107 B-Zellen. 24 Std. nach der Infektion werden die Zellen mit einer 
Verdünnung von jeweils 50, 100, 500 und 103 GC-B-Zellen pro Fach oder 10, 50, 100 und 
500 naive B-Zellen pro Fach auf 96er-Mikrotiterplatten ausplattiert. Die Ausplattierung 
erfolgte in jeweils 100 µl entweder 100% LCL-Zellkulturüberstand einer Zelllinie, die 24 
Material und Methoden 
   27
Std. vorher 1:2 mit frischem RPMI 1640 Glutamax-1 Medium (Standardmedium; Gibco, 
Karlsruhe, Germany) verdünnt wurde, (naive und GC-B-Zellen) oder in 100 µl frischem 
Medium auf einer Schicht autologer Fütterzellen (GC-B-Zellen). LCL-Zellkulturüberstand 
erhöht die Effizienz der Klonierung durch die Bereitstellung von parakrinen 
Wachstumsfaktoren ohne dabei das präferentielle Auswachsen einer bestimmten B-
Zellpopulation zu fördern (Mevissen et al., 1993). Die Zellen wurden vor Bestimmung der 
Zellzahl und der Aussaht sorgfältig resuspendiert, um zu vermeiden, dass Zellklumpen eine 
korrekte Verdünnungsreihe behindern. Auswachsende Zellklone wurden zwei bis vier 
Wochen nach EBV-Infektion in 24er-Mikrotiterplatten umgesetzt. Einige zusätzliche 
monoklonale Zelllinien wurden durch Einzelzell-Klonierung von Zellen, die bereits zwei bis 
drei Wochen als polyklonale Zelllinien gewachsen waren, etabliert. Die polyklonalen 
Zelllinien wurden zu diesem Zweck mit jeweils 0,5, 1, 2 und 10 Zellen pro Fach auf 96er-
Mikrotiterplatten in 100 µl eigenen 100% LCL-Zellkulturüberstand ausgesäht. Nicht-
infizierte GC- und naive B-Zellen wurden als Kontrolle für das Auswachsen in vivo EBV-
infizierter B-Zellen mit jeweils 103 Zellen pro Fach auf 96er-Mikrotiterplatten ausgesäht 
(s.o.). Aus diesen Kontrollen sind nie Zellklone ausgewachsen.  
 
2.3 Herstellung autologer Fütterzellen  
Autologe Fütterzellen wurden aus den entsprechenden Tonsillen durch eine 30 Min. 
Inkubation der TMC mit 50 µg/ml Mitomycin bei 37˚C und 5% CO2-Gehalt im Brutschrank 
hergestellt (Irsch, 1996). Die Zellen wurden anschließend mit PBS gewaschen und in 
Cyclosporin A (50 mg/ml, Sigma Aldrich, Hamburg)-enthaltenden Standardmedium 
resuspendiert. Eine 96er-Mikrotiterplatte mit Fütterzellen, aber ohne Zugabe isolierter B-
Zellen wurde zur Bestätigung angelegt, dass die Mitomycin- und Cyclosporin A-behandelten 
Fütterzellen sich nicht weiter teilen konnten. 
 
2.4 Zellkultur 
Die Marmoset B95-8 Zelllinie wurde zur EBV-Produktion verwendet. BL41 und BL2 sind 
BL-Zelllinien. L428 ist eine Hodgkin-Zelllinie. LCL 940410, LCL 031006, LCL 030515, 
LCL 970402 und IMEBV sind LCLs aus dem PB (PB-LCLs) von gesunden Spendern. Die 
Kultivierung aller humanen Zelllinien, ausser der Zervixkarzinom-Zelllinie HeLa, fand in 
Standardmedium versetzt mit 10% FCS und 100 Einheiten/ml Penicillin sowie 100 µg/ml 
Streptomycin bei 37˚C und 5% CO2-Gehalt (Standardbedingungen) im Brutschrank statt. 
Die Kultivierung der HeLa-Zelllinie fand in DMEM-Medium versetzt mit 10% FCS und 100 
Einheiten/ml Penicillin sowie 100 µg/ml Streptomycin unter Standardbedingungen statt. Die 
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in 96er-Mikrotiterplatten ausgesähten Zellklone wurden beim Transfer in eine 24er-
Mikrotiterplatte 1:1 mit Standardmedium verdünnt und anschließend nur bei Medium-
Verfärbung gefüttert. Alle stabilen LCLs wurden bei einer Zelldichte von 5 x 105 bis 1,5 x 
106 Zellen/ml kultiviert. 
 
2.5 PCR-Analysen 
Die Sequenzen aller Oligonukleotide (engl. Primer) der hier durchgeführten PCRs befinden 
sich im Anhang in Tabelle A1. 
 
2.5.1 V-Gen-PCR 
Die Klonalitätsbestimmung der hier etablierten GC- und N-LCLs sowie die Analyse der 
Zelllinien auf die Merkmale der SHM wurde mit Hilfe der VH-, VHL-, Vκ-, VκL- und Vλ-
Genfamilien-spezifischen PCRs durchgeführt. VHL- und VκL-Genumlagerungen wurden 
durch eine Kombination von Primern, die in der Gensequenz für die Leitpeptide der VH- und 
Vκ-Ig-Ketten binden, mit Primermischungen der entsprechenden J-Gensegmente detektiert. 
VH-, Vκ- und Vλ-Genfragmente hingegen wurden durch eine Kombination von Genfamilien-
spezifischen Primern, die die Gerüstregion I (engl. Framework region, FR I) im V-Gen 
erkennen, mit Primermischungen der entsprechenden J-Gensegmente amplifiziert. Die 
verwendeten Primer binden an fast alle vorhandenen sowie an die am häufigsten 
verwendeten V-Gensegmente und an alle der vorhandenen J-Gensegmente, so dass die 
meisten der möglichen VHDHJH- und VLJL-Genumlagerungen durch die PCRs vervielfältigt 
und somit detektiert werden können. Die VHL-PCR-Produkte sind zwischen 500 und 550 bp, 
die VκL- zwischen 500 bis 850 bp und die VHDHJH- und VLJL-PCR Produkte zwischen 300 
und 350 bp lang. Bei der Suche nach BCR-destruktiven V-Genmutationen in den LCLs 
wurden in der Einrunden-PCR zur Amplifikation eines längeren DNA-Fragmentes der 
VHDHJH- und VLJL-Genumlagerungen die 3’JH-, 3’Jκ- und 3’Jλ-Primermischungen 
verwendet.  
 
Protokolle der V-Gen-PCRs 
Die MgCl2-Konzentrationen und Hybridisierungs-Temperaturen beziehen sich auf die 
jeweiligen Vorwärts-Primer und die entsprechenden Rückwärts-Primermischungen (3’JH: 
3’JH1.2.4.5, 3’JH3, 3’JH6 oder 3’Jκ: 3’Jκ1.2.4, 3’Jκ3, 3’Jκ5 oder 3’Jλ: 3’Jλ 1, 3’Jλ2.3, 3’Jλ6.7) 
(Bräuninger et al., 1999; Klein et al., 1995; Küppers et al., 1993; Müschen et al., 2001). 
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MgCl2-Konzentration: 1,5 mM (VH2-6, VHL1 und VHL5, Vλ1-4 und Vλ6-9) 
2 mM (VHL2-4, VκL1-4) 
2,5 mM (VH1, Vκ1-6) 
Hybridisierungs-Temperatur: 61°C (VH1-6, Vκ1-6, VκL1-4);  
63°C (VHL1-5, Vλ1-4 und Vλ6-9) 
PCR-Ansatz:   4 µl dNTPs (2 mM) 
    4 µl 10 x PCR-Puffer ohne MgCl2 (Fermentas, St. Leon-Rot) 
    2 µl VH-, VHL-, VΚ-, VΚL- bzw. Vλ-Genprimer (2,5 µM) 
2 µl 3’JH-, 3’JΚ- bzw. 3’Jλ-Genprimer-Mixe (2,5 µM) 
    2,4 µl, 3,2 µl bzw. 4 µl MgCl2 (25 mM, Fermentas) 
    add 38,7 µl H2O 
+ 1 µl DNA (ca. 100 ng) 
+ 0,3 µl Taq-DNA-Polymerase (Fermentas) 
PCR-Programme: 95°C 5 Min., 68°C Pause (Enzymzugabe), 72°C 1 Min., 35 x (95°C 50 
Sek., 61°C oder 63°C 30 Sek., 72°C 60 Sek.), 72°C 5 Min., 10°C Pause 
 
2.5.2 V-Gen- und EBNA1-Einzelzell-PCR 
Vor der Amplifikation von DNA-Fragmenten aus einer Zelle wurde ein Proteinase K-
Verdau durchgeführt. 1 µl Proteinase K (0,25 g/l PCR grade, Roche, Mannheim) wurde zu 
der in 20 µl High Fidelity-Puffer isolierten Zelle pipettiert. Während dieser 2- (Hydraulische 
Mikrodissektion) bis 4-stündigen (Laser Mikrodissektion) Inkubation der Zelle bei 55ºC 
werden DNA-bindende Proteine bzw. das BSA der bemantelten PCR-Reaktionsgefäße der 
Laser-Mikrodissektion abgebaut. Im Anschluss an die Inkubation wurde die Proteinase K 10 
Min. bei 99ºC inaktiviert. In der Einzelzell-PCR sollen möglichst viele der vorhandenen 
jedoch unbekannten V-Genumlagerungen sowie zur Validierung der EBV-Infektion der 
Einzelzellen ein Fragment des EBNA1-Gens vervielfältigt werden. Zu diesem Zweck 
wurden in der ersten Runde 31 (bei Verwendung der VHL-Primer) bzw. 32 (bei Verwendung 
der VH Primer) Primer gemeinsam verwendet. In der zweiten Runde wurden voramplifizierte 
DNA-Fragmente in unterschiedlichen, familienspezifischen PCR-Reaktionen mit 
stromaufwärts-liegenden Rückwärts-Primern („seminested PCR“) weiter vervielfältigt. Die 
stromaufwärts-liegenden Rückwärts-Primer der zweiten Runde verhindern weitestgehend 
eine gleichzeitige Vervielfältigung von unspezifischen DNA-Fragmenten. In der ersten 
Runde werden zur Kontrolle der PCR immer parallel Einzelzellen von monoklonalen GC-
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LCLs mit bekannten VHDHJH- bzw. VLJL-Genumlagerungen amplifiziert. Diese Zellen 
wurden im Vorfeld mit dem FACS-Diva in jeweils einzelne Reaktionsgefäße sortiert. 
 
Primer der 1. Runde (Tabelle 1) 
3’VHL Primer-Mischung:  
VHL1, VHL2, VHL3, VHL4, VHL5, 3’JH1.2.4.5, 3’JH3, 3’JH6 (je Primer 1 µM) oder 
3’VH Primer-Mischung:  
VH1, VH2, VH3, VH4, VH5, VH6, 3’JH1.2.4.5, 3’JH3, 3’JH6 (je Primer 1 µM) und 
3’Vλ Primer-Mischung:  
Vλ1, Vλ2, Vλ3A, Vλ3B, Vλ4, Vλ6, Vλ7, Vλ8, Vλ9, 3’Jλ1, 3’Jλ2.3, 3’Jλ6.7 (je Primer 1 µM) 
und 
3’Vκ Primer-Mischung:  
Vκ1, Vκ2, Vκ3, Vκ4, Vκ5, Vκ6, 3’Jκ1.2.4, 3’Jκ3, 3’Jκ5 (je Primer 1 µM) und 
EBNA1F (2,5 µM) und EBNA1R1 (2,5 µM) 
PCR-Ansatz der 1. Runde:  
5 µl dNTPs (2 mM) 
3 µl 10 x PCR-Puffer (High Fidelity mit MgCl2, Roche) 
je 2,5 µl 3’VH- (oder 3’VHL-), 3’Vκ-und 3’Vλ-Genprimer-Mischungen (1 µM) 
je 2,5 µl EBNA1F- und EBNA1R1-Genprimer (2,5 µM) 
 2,2 µl MgCl2 (25 mM, High Fidelity, Roche; MgCl2-Endkonzentration 2 mM) 
 add 28,7 µl H2O 
+ 21 µl gepickte Zelle inklusive Proteinase K 
+ 0,3 µl High Fidelity-DNA-Polymerase (Roche) 
 
PCR-Programm der 1. Runde: 95°C 3 Min., 68°C Pause (Enzymzugabe), 72°C 1 Min. 
35 x (95°C 50 Sek., 61°C 30 Sek., 72°C 60 Sek.), 72°C 5 Min., 10°C Pause 
 
Primer der 2. Runden 
Es ändern sich nur die Rückwärts-Primer. Anstelle der 3’JH-, 3’Jκ- und 3’Jλ-Primer bzw. des 
EBNA1-R1-Primers werden die 5’JH-, 5’Jκ- und 5’Jλ-Primer bzw. wird der EBNA1-R2-
Primer verwendet (siehe Tabelle 1). Die Längen der PCR-Produkte liegen bei 300-350 bp 
für die VH- und VL-PCRs, bei 316 bp für die EBNA1-PCR und bei 500-550 bp für die VHL-
PCRs. 
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PCR-Bedingungen für die 2. Runde:  
45 Zyklen; 1 µl der 1. Runde dient als Schablone für die getrennte, familienspezifische 
Amplifikation der jeweiligen VH-, VHL-, Vλ-, Vκ-Genumordnungen bzw. des EBNA1-Gens. 
PCR-Programme und Ansatz der PCR-Mischungen für VH-, VHL-, Vλ- und Vκ-
Genumordnungen siehe V-Gen-PCR. Die PCR-Bedingungen für die 2. Runde der EBNA1-
Amplifikation entsprechen den VH2-6- und Vκ1-6-V-Gen-PCRs. 
 
2.5.3 DH-PCR  
DHJH-Genumlagerungen sowie ein Fragment, das als Indiz einer nicht-umgelagerten 
Keimbahnkonfiguration des IgH-Genlokus dient, werden durch sieben DH Genfamilien-
spezifische Primer in Kombination mit der o.g. 3’JH-Genprimer-Mischung detektiert. 
 
Protokoll der DH-Gen-PCRs 
Die MgCl2-Konzentrationen und Hybridisierungs-Temperaturen beziehen sich auf die 
jeweiligen Vorwärts-Primer und die entsprechende 3’JH-Rückwärts-Primermischung 
(3’JH1.2.4.5, 3’JH3, 3’JH6) (Küppers et al., 1993; Müschen et al., 2000a). 
 
MgCl2-Konzentration:  1 mM (DH1 und DH6),  
1,5 mM (DH2-4, DH5 und DH7-27) 
Hybridisierungs-Temperatur: 57°C (DH1, DH3, DH5-7) 
59°C (DH2 und DH4) 
PCR-Ansatz:   4 µl dNTPs (2 mM) 
    4 µl 10 x PCR-Puffer (Fermentas) 
    2 µl DH-Genprimer (2,5 µM) 
2 µl 3’JH-Genprimer Mixe (2,5 µM) 
    1,6 µl bzw. 2,4 µl MgCl2 (25 mM, Fermentas) 
    add 38,7 µl H2O 
+ 1 µl DNA (ca. 100 ng) 
+0,3 µl Taq-DNA-Polymerase (Fermentas) 
 
PCR-Programme: 95°C 5 Min., 68°C Pause (Enzymzugabe), 72°C 1 Min., 38 x (95°C 50 
Sek., 57°C oder 59°C 30 Sek., 72°C 60 Sek.), 72°C 5 Min., 10°C Pause 
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2.5.4 LDI-PCR 
Die Detektion des 2. Allels der BCR-defizienten Zelllinie GC-LCL 7-85 erfolgte durch eine 
LDI-PCR. Die LDI-PCR ermöglicht es in einen unbekannten Bereich zu sequenzieren. 
Hierbei ist die Primer-nahe Restriktionsschnittstelle eines entsprechenden DNA-Abschnittes 
bekannt, weitere Schnittstellen sind jedoch unbekannt. Für den Restriktionsverdau werden 
jeweils 5 ng DNA der Zelllinie mit 1 µl Restriktionspuffer und 0,3 µl Restriktionsenzym 
Pae I, Mun I oder Xba (Fermentas) versetzt, mit H2O auf 10 µl aufgefüllt und 2 Std. bei 
37°C inkubiert. Die Restriktionsverdaue werden anschließend in 1 x Ligationspuffer und mit 
0,4 µl der T4-Ligase (Promega, Mannheim) über Nacht bei 4°C ligiert. Die Fällung erfolgte 
mit 1 µl see-DNA (Amersham), 0,5 ml Glykogen (20 mg/ml), 1/10 Vol NaAc und 1 Vol 
Isopropanol 10 Min. bei 250 g und einem sich anschließenden Waschschritt mit 200 µl 70% 
Ethanol 5 Min. bei 250 g. Die ligierten, gefällten DNA-Fragmente werden in 10 µl Tris HCl 
gelöst und der unbekannte DNA-Bereich in einer 2 Runden-PCR mit JH-LDI-spezifischen 
Primern (Tabelle 1) amplifiziert. 
 
Ansatz der 1. Runde: 0,6 µl dNTPs (je 2,5 mM) 
0,6 µl Mg(OAc)2 (25 mM) 
0,6 µl JH Pae ex for oder JH Mun ex for oder JH Xba ex for (10 µM) 
0,6µl JH6 II ex rev (10 µM) 
8,3 µl H2O 
9 µl 3,3 x rTth-Puffer 
10 µl Ligationsansatz 
0,3 µl rTth-DNA-Polymerase XL (2 U/µl) (Applied Biosystems) 
PCR-Programm der 1. Runde: 95°C 3:30 Min., 85°C Pause (Enzymzugabe), 35 Zyklen 
(95°C 45 Sek., 66°C 45 Sek., 68°C 8 Min.), 72°C 15 Min., 10°C Pause 
Ansatz der 2. Runde: 0,6 µl dNTPs (je 2,5 mM) 
0,6 µl Mg(OAc)2 (25 mM) 
0,6 µl JH Pae int for oder JH Mun int for oder JH Xba int for (10 µM) 
0,6 µl JH6 II int rev (10 µM) 
16,3 µl H2O 
9 µl 3,3 x rTth-Puffer 
2 µl des 1. Rundenproduktes 
0,3 µl rTth-DNA-Polymerase XL (2 U/µl) (Applied Biosystems) 
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PCR-Programm der 2. Runde: 95°C 3:30 Min., 85°C Pause (Enzymzugabe), 45 Zyklen 
(95°C 30 Sek., 64°C 30 Sek., 68°C 8 Min.), 72°C 15 Min., 10°C Pause 
 
2.5.5 EBV-PCR 
Um festzustellen, ob es sich bei den etablierten GC- und N-LCLs um spontan auswachsende 
in vivo EBV-infizierte Zellen oder in vitro EBV-infizierte Zellen handelt, wird ein Fragment 
des LF2-EBV-Gens (Acc. Nr. M35547; 9388-9725 bp) mittels PCR amplifiziert. Dieses 
Fragment ist Teil einer Deletion in der EBV-Variante der B95-8 Zelllinie, so dass es bei 
dieser PCR nur ein Produkt gibt, wenn es sich beim EBV-Genom um das eines Wildtyps 
und somit um eine in vivo EBV-Infektion handelt. Eine in vitro EBV-Infektion primärer 
GC- und naiver B-Zellen mit dem B95-8 EBV hingegen führt zu keinem PCR-Produkt. 
Diese Einrunden-PCR wurde mit DNA einer IM-Tonsille positiv kontrolliert.  
Zusätzlich zu diesem indirekten Nachweis der in vitro EBV-Infektion wird die LF2-
PCR bei der limitierenden Verdünnungsreihe zur statistischen Auswertung der Frequenz 
EBV-positiver B-Zellen im PB von gesunden Blutspendern angewandt (Zweirunden-
Protokoll, 1. und 2. Runde). Diese insgesamt 65 Zyklen umfassende Endpunkt-PCR ergibt 
ein Produkt, sofern auch nur eine B-Zelle unter den zu untersuchenden 5 x 104 bis 5 x 105 B-
Zellen EBV-positiv ist. Das amplifizierte PCR-Produkt ist 337 bp lang. 
 
PCR-Ansatz der 1. Runde: 3 µl dNTPs (2 mM) 
    3 µl 10 x PCR-Puffer (Fermentas ohne MgCl2) 
    je 1,5 µl EBV F (2,5 µM) 
je 1,5 µl EBV R1 (2,5 µM) 
    2,4 µl MgCl2 (25 mM, Fermentas) 
0,3 µl Taq-DNA-Polymerase (Fermentas) 
    add 20 µl H2O 
+ 10 µl DNA (125 ng - 6,25 µg) 
PCR-Programm der 1. Runde: 95°C 5 Min., 30 x (95°C 50 Sek., 60°C 30 Sek., 72°C 60 
Sek.), 72°C 5 Min., 10°C Pause 
PCR-Ansatz der 2. Runde: 4 µl dNTPs (2 mM) 
    4 µl 10 x PCR-Puffer ohne MgCl2 (Fermentas) 
    2 µl EBV F (2,5 µM) 
2 µl EBV R2 (2,5 µM) 
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    3,2 µl MgCl2 (25 mM, Fermentas) 
    add 38,7 µl H2O 
+ 1 µl der 1. Runde (bzw. ca. 100 ng DNA beim Einrunden-Protokoll) 
+ 0,3 µl Taq-DNA-Polymerase (Fermentas) 
PCR-Programm der 2. Runde 
95°C 4 Min., 68°C Pause (Enzymzugabe), 72°C 1 Min., 35 x (95°C 50 Sek., 58°C 30 Sek., 
72°C 60 Sek.), 72°C 5 Min., 10°C Pause 
  
2.6 Klonierung von VH-PCR-Produkten und Analyse von VH-Genmutationen 
Eine fortlaufende schwache SHM in monoklonalen Zelllinien wird in der Regel durch die 
allen Zellen einer Linie gemeine VHDHJH-Gensequenz im Sequenzbild überlagert und lässt 
sich nur feststellen, indem einzelne PCR-Produkte in ein Plasmid kloniert, amplifiziert und 
sequenziert werden. Diese einzelnen PCR-Produkte spiegeln dabei den Mutationsstatus 
einzelner Zellen dieser Linie wider. Bei einer stärkeren SHM ließe sich anhand mehrerer 
klonierter Sequenzen ein geneaologischer Baum erstellen. Die VHDHJH-Genumordnungen 
der monoklonalen LCLs wurden mittels V-Gen-PCR unter Verwendung der High Fidelity-
Polymerase (Roche), die eine nur geringe Fehlerrate (8,3 x 10-6/bp/Zyklus) aufweist, 
amplifiziert (Frey und Suppmann, 1995). Die Länge der VH-FR I-PCR-Produkte von den 
monoklonalen LCLs variierte zwischen 240 und 465 bp, mit der Ausnahme der GC-LCL 5-
7-1, in der, verursacht durch eine Deletion in FR III, nur ein VH-Fragment von 127 bp 
amplifiziert wurde. Die Anzahl der erwarteten DNA-Polymerase-Fehler wurde mit folgender 
Formel bestimmt: Anzahl der sequenzierten bp x Anzahl der PCR-Zyklen x Fehlerrate der 
DNA-Polymerase. 
 Der kommerzielle Plasmidvektor pGEM-Teasy (Promega) hat eine Ampicillin 
(Amp)-Resistenz und liegt durch einen T-Überhang linearisiert vor. Durch das Anhängen 
eines Adenin (A)-Überhangs mit der Taq-DNA-Polymerase (20 Min. 72ºC Inkubation) 
können die PCR-Produkte (Insert) in den Vektor ligiert werden. Durch diese Ligation des 
Inserts wird das Gen, dass die ß-Galaktosidase kodiert, unterbrochen und ß-Galaktose kann 
nicht mehr verstoffwechselt werden. Die superkompetenten XL1-Blue Bakterien (E.coli K12 
Derivat, Stratagene, Heidelberg) wurden mit diesen Ligationsansätzen transformiert. Die 
Selektion auf einzelne Bakterienkolonien erfolgte auf LB-Amp-Agar-Platten. Durch LB-
Amp-Schüttelkulturen wurden einzelne Bakterienkulturen vermehrt und die Plasmid-DNA 
wurde mit kommerziellen Kits (Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld) isoliert. Die 
Sequenz der PCR-Produkte wurde durch Sequenzierungen überprüft. Die Menge des zu 
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verwendenen PCR-Produktes für die Ligation richtet sich nach der Formel: 
   ng Insert = 50 ng Vektor x X kb Insert x 3/ 3 kb Vektor  
z.B. 17,5 ng für VHDHJH-Genrearrangements von 350 bp Länge:  
   ng Insert = 50 ng Vektor x 0,35 bp VHDHJH x 3/ 3 kb Vektor 
 
2.6.1 A-Anhang 
Das Anhängen eines A-Überhanges an die entsprechende Menge PCR-Produkt fand durch 
die Taq-DNA-Polymerase 20 Min. bei 72ºC statt. Danach wurde die Reaktion mit Ethanol 
gefällt und die DNA in 3 µl Tris (10 mM) aufgenommen. 
 
2.6.2 Ligation 
Die Ligation fand bei 4ºC über Nacht statt. 
Ligationsansatz:   5 µl Ligationspuffer  
     + 1 µl pGEM Teasy Vektor 
     + 3 µl Insert 
     + 1 µl T4-Ligase 
2.6.3 Transformation 
Die XL-Blue Bakterien wurden 7 Min. auf Eis aufgetaut. Es wurden jeweils 2 µl eines 
Ligationsansatzes zu 40 µl Bakteriensuspension pipettiert und die Mischung 30 Min. auf Eis 
inkubiert. Anschließend wurden die Transformationsansätze für exakt 30 Sek. bei 42ºC 
geschockt und direkt wieder 2 Min. auf Eis inkubiert. Die transformierten Bakterien wurden 
dann mit 450 µl SOC-Medium (Super-optimales Brühe Medium, versetzt mit 20 mM 
Glucose, Invitrogen GmbH) versorgt und vor dem Ausstrich auf LB-Amp-Agar Platten (100 
µg/ml Ampicillin, Gibco) 60 Min. bei 37ºC geschüttelt. Die LB-Amp-Agar-Platten wurden 
vor dem Ausstrich der Bakterien mit 100 µl Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranosid (0,1 M, 
Sigma Aldrich) und 50 µl ß-Galaktose (20 mg/ml, Fermentas) behandelt. In blauen 
Bakterienklonen wurden die Plasmid-Vektoren ohne Insert re-ligiert und ß-Galaktose kann 
wieder verstoffwechselt werden. Bakterienklone, die nach dem Ausstrich und der Über-
Nacht-Inkubation bei 37ºC nicht blau wurden, hatten das Insert in den Vektor ligiert. 
Einzelne dieser weissen Bakterienklone wurden amplifiziert und sequenziert. 
 
2.7 Sequenzanalyse 
Die PCR-Produkte wurden über eine Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und die Banden 
der PCR-Produkte aus dem Gel ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA-Fragmente 
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erfolgte mit QiaEx II, Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden). Plasmid-DNA mit VH-PCR-
Produkten wurde mit 1 µl direkt in die Sequenzreaktion eingesetzt. Die Sequenzierung 
verlief nach einem modifizierten Protokoll der Sequenziermethode nach Sanger (Sanger et 
al., 1977). Die Sequenzreaktion enthielt neben den normalen dNTPs Fluoreszenzfarbstoff-
markierte Dideoxy-Nukleosid-Triphosphate, die bei zufälligem Einbau in den DNA-Strang 
zu einem Abbruch der Strang-Synthese führen. Die unterschiedlich langen DNA-Fragmente 
wurden dann mit dem ABI 3130 (Applied Biosystems, Darmstadt) Sequenzierer gemessen. 
Die Sequenzen wurden mit dem DNASIS-Programm (Pharmacia), der IMGT-Datenbank 
(http://imgt.cines.fr/cgi-bin/IMGTdnap.jv?livret=0&Option=humanIg) sowie der Blast-
Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/blast/) ausgewertet und mit einer Labor-
eigenen Datenbank aller intern erstellten V-Gensequenzen kontrolliert. 
 
Sequenzreaktion: 
0,75 µl Primer (2,5 µM), 3 ng DNA, 3,5 µl Big Dye Sequenzierpuffer und 1 µl Big Dye des 
Big Dye Desoxy Terminator Ready Reaction Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems) 
add 20 µl H2O.  
 
2.8 Immunfärbungen 
Eine Immunfärbung beruht auf dem Prinzip, dass zunächst ein Primär-AK an ein 
spezifisches, zelluläres Antigen bindet. Dieser Primär-AK ist entweder direkt mit einem 
Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt (siehe FACS-Färbungen) oder wird im nächsten Schritt von 
einem zweiten AK, der das Fc-Fragment des Primär-AK erkennt, gebunden. In der Regel ist 
dann der zweite AK mit einem Fluoreszenz-Farbstoff versehen (siehe Fluoreszenz-
Färbungen auf Zytozentrifugationspräparaten). 
 
2.8.1 Fluoreszenz-Färbungen auf Zytozentrifugationspräparaten 
5 x 104 Zellen der Zelllinien wurden bei 800 Umdrehungen pro Min. und der „low spin“ 
Einstellung für 1 Min. mittels eines Shandon-Zentrifugationsapparates (Cytospin 3) 
punktuell auf die Objektträger zentrifugiert. Die so entstandenen Zytozentrifugations-
präparate (Zytospins) wurden über Nacht getrocknet und entweder bei -80ºC eingefroren 
oder direkt zur Färbung verwendet. Vor der Färbung wurden die Zytospins 10 Min. in -20ºC 
gekühlten Aceton fixiert und anschließend 20 Min. lang bei RT getrocknet. Die Zellen 
wurden dann entweder mit α-EBNA2, α-LMP1 oder α-BCL-6 monoklonalen Primär-AK 
von Dako (Tabelle 1) einer Verdünnung von 1:100 (α-EBNA2 und α-LMP1) bzw. 1:10 (α-
BCL-6) für 1 Std. gefärbt. Im Anschluss wurden die Zellen mit dem Fluoreszenz-Farbstoff-
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markierten α-Maus-IgG-Alexa 594 zweiten AK (Invitrogen GmbH) einer Verdünnung von 
1:500 für 1 Std. inkubiert. Die Zellkerne wurden danach für 10 Min. mit dem Hoechst-
Farbstoff 33258 (20 µg/ml, Roche) angefärbt. Die Inkubationen mit den Primär- und 
Sekundär-AK fanden bei RT in einer feuchten Kammer im Dunkeln statt und wurden jeweils 
von einem 3 x 5 Min. Waschschritt mit PBS, der die nicht-gebundenen AK bzw. Farbstoffe 
von den Zellen spült, abgeschlossen. Nach der Färbung wurden die Zellen in 
Polyvinylalkohol-Medium mit Dabko (Sigma Aldrich) unter einem Deckgläschen 
eingeschlossen und bis zur Analyse im Dunkeln gelagert. 
 
2.8.2 FACS Färbungen 
2.8.2.1 Oberflächen Ig-Färbungen 
Magnetofluoreszente Liposomen erlauben durch eine 100-1000 fache Signalverstärkung das 
Auffinden selten exprimierter Oberflächenantigene (Scheffold et al., 1995). Die Primär-AK 
anti-Igκ und anti-Igλ von Becton Dickinson, Heidelberg (Tabelle 1) wurden zunächst mit 
Streptavidin gekoppelt (Squarix GmbH, Marl, Germany). Nach einer Vorinkubation der zu 
analysierenden Zellen mit 1% Polyglobulin N, um eine unspezifische Bindung der AK zu 
verhindern, wurden diese 10 Min. mit den 1:20 verdünnten anti-Igκ- und anti-Igλ-
Streptavidin-gekoppelten-AK auf Eis gefärbt. Anschließend wurden die Zellen mit Cy5-
gefüllten, Biotin-gekoppelten Liposomen 30 Min. im Überkopfschüttler inkubiert, zweimal 
gewaschen und mit einem Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierer (FACS)-Canto (BD) 
analysiert. Liposomen gefärbte Zellen ohne Primär-AK dienten als Negativ-Kontrolle. 
 Die N-LCLs wurden mit anti-IgM-FITC- und anti-IgD-PE-AK (Tabelle 1) 10 Min. 
auf Eis gefärbt, gewaschen und mit einem FACS-Canto auf die Expression der Ig-Isotypen 
analysiert. Die Isotyp-Kontrollen entsprachen den Autofluoreszenzen der N-LCLs. 
 
2.8.2.2 Einfach- und Zweifach- Färbungen 
1 x 105 Zellen wurden mit anti-CD20-PE, anti-CD27-PE, anti-CD30-PE, anti-CD38-APC, 
anti-CD77-FITC bzw. mit anti-CD79b-FITC primären AK (Tabelle 1) 10 Min. auf Eis 
gefärbt, gewaschen und mit einem FACS-Canto analysiert. Die mittlere 
Fluoreszenzintensität (engl. mean fluorescent intensity, MFI) der Subpopulationen der 
CD30-Ausprägung in einigen Zelllinien wurde dadurch ermittelt, dass die Trennung der 
zwei Subpopulationen in der tiefsten Einbuchtung der zwei Histogrammpeaks vollzogen 
wurde. Die MFI der CD30-Ausprägung in diesen Zelllinien stellt daher nur eine Annäherung 
an die tatsächliche Expressionsstärke dar. 
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Die primären GC- und naiven B-Zellen wurden mit einer Zweifach-FACS-Färbung 
analysiert. CD19-MACS isolierte B-Zellen wurden hierfür zur Identifikation der naiven B-
Zellen zusätzlich zu den o.g. Markern mit CD27-FITC oder CD27-PE und die GC-B-Zellen 
zusätzlich mit CD38-FITC oder CD38-APC angefärbt. Die Kompensation der ineinander-
übergreifenden Fluoreszenz-Farbspektren für die verschiedenen AK und Farbstoffe wurde 
mit den jeweiligen Einzelfärbungen an CD19+ B-Zellen sowie der automatischen 
Kompensationsfunktion des FACS-Canto etabliert. Die Analyse der Marker-Expression der 
naiven B-Zellen wurde mit der CD27-negativen Population bzw. der GC-B-Zellen mit der 
CD38-stark-positiven Population durchgeführt. Die CD27-Ausprägung in naiven B-Zellen 
sowie die CD38-Ausprägung in GC-B-Zellen wurde durch eine Doppelfärbung mit CD27-
PE und CD38-APC AK analysiert. Bei allen Zelllinien sowie bei den beiden primären 
Populationen wurden ebenfalls die Hintergrund-MFI der entsprechenden ungefärbten und 
Isotyp-Kontrollen analysiert. Alle Färbungen wurden mit identischen AK und AK-
Verdünnungen durchgeführt. Die Isotyp-Kontrollen bei nahezu allen Markern, primären 
Zellen und Zelllinien glichen den entsprechenden Autofluoreszenzen der Zellen. 
 
Tabelle 1. Primär- und Sekundär-AK der Immunfluoreszenz-Färbungen. 
 Name Klon oder 
Kat. Nr. 
Spezies Verdünnung Kopplung Firma 
 
1. AK 
FACS 
α-Igκ G20-193 Maus 1:20 Streptavidin BD 
 α -Igλ JDC-12 Maus 1:20 Streptavidin BD 
 α -IgD IA6-2 Maus 1:10 PE BD 
 α -IgM G20-127 Maus 1:4 FITC BD 
 α-CD20 2H7 Maus 1:3 PE BD 
 α-CD27 M-T271 Maus 1:10 FITC und PE BD 
 α-CD30 BerH8 Maus 1:10 PE BD 
 α-CD38 HIT2 Maus 1:5 APC und FITC BD 
 α-CD77 5B5 Maus 1:5 FITC BD 
 α-CD79b N8 Maus 1:10 FITC Dako 
1. AK 
Zytospins 
α-BCL-6 PG-B6 Maus 1:10 ungekoppelt Dako 
 α-LMP1 CS1-4 Maus 1:100 ungekoppelt Dako 
 α-EBNA2 PE2 Maus 1:100 ungekoppelt Dako 
2. AK 
Zytospins 
α-Maus A11032 Ziege 1:500 Alexa Fluor 
594 
Invitrogen 
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2.9 Quantitative RT-PCR 
Die RNA der primären B-Zellen und LCLs wurde mit dem Spin Protokol des RNeasy Mini 
Kits (Qiagen GmbH, Hilden), inklusive eines zusätzlichen Säulen-DNA-Verdaus, isoliert. 
Die cDNA-Synthese wurde anschließend mit dem Omniscript-RT-Kit (Qiagen GmbH) 
durchgeführt. Die RT-PCR erfolgte in Triplikaten. Primer und FAM-markierte Sonden für 
Cκ (Hs00415042_m1), Cµ (Hs00383067_g1) und GAPDH (Hs99999905_m1) sind als 
„Assays on demand“ (Applera GmbH, Darmstadt) erhältlich. Die Expression der zwei Cα-
Gene, der vier Cγ-Gene und der vier Cλ-Gene wurde durch „Assays on design“ (Applera 
GmbH, Darmstadt) bestimmt (Primersequenzen befinden sich in Tabelle A1). Die cDNA-
Synthese erfolgte mit dem TaqMan-Universal-PCR-Master-Mix, No-AmpErase-UNG 
(Applied Biosystems) über einen 60 Sek. Denaturierungsschritt bei 95˚C und sich 
anschließenden 45 Zyklen bestehend aus 15 Sek. bei 95˚C und 60 Sek. bei 60˚C. GAPDH 
dient als endogene Kontrolle. Als Validierung einer ähnlichen PCR-Effizienz der 
verschiedenen Ig- und GAPDH-RT-PCRs wurden CT-Wert-Standardkurven mit 
unterschiedlichen cDNA-Mengen erstellt. Die Steigung dieser Kurven betrug stets <0,1 und 
bestätigte eine vergleichbare Amplifikations-Effizienz aller Assays. Die cDNA der CD19+ 
PB-B-Zellen von zwei Spendern wurde gemischt und als Kalibrator der Ig-Expression 
verwendet. Für den Vergleich der Transkriptionsstärken der LCLs mit denen der 
polyklonalen CD19+ B-Zellen wurden zunächst die Frequenzstärken der unterschiedlichen 
Ig-Isotypen sowie Igκ und Igλ in den CD19+ B-Zellen mit dem Durchflusszytometer 
bestimmt und die Mittelwerte von 83.5% für IgM+-, 9% für IgG+-, 7.5% für IgA+-, 57.5% 
für Igκ+- und 42.5% für Igλ+-Zellen für die Berechnungen verwendet. Kontrollen der 
cDNA-Synthese ohne reverse Transkriptase waren konsistent negativ. 
 
2.10 Western-Blot-Analysen 
Die Western Blot Analysen wurden unter reduzierenden Bedingungen durchgeführt. Für den 
LMP2A-Blot wurden frische Proteinlysate verwendet. Die Lysate wurden bei 70°C 
(LMP2A) bzw. bei 99°C (AID, BCL-6, EBNA2, GATA3, LMP1, PU.1 and Syk) für 5 Min. 
erhitzt und die Proteine über eine SDS-8%- oder SDS-10%-PAGE aufgetrennt und 
anschließend auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen. Unspezifische Protein-
Bindestellen der Membranen wurden mit 4% (LMP2A), 5% (AID, Syk), 10% (BCL-6, 
GATA3) Milchpuder (Töpfer, Dietmannsried, Germany) oder bei PU.1, EBNA2 und LMP1 
mit 2,5% Blocklösung (Roche) für 1 Std. bei RT blockiert. Anschließend wurden die 
Membranen gewaschen und mit den Primär-AK (Tabelle 2) über Nacht bei 4°C inkubiert. 
Horseradish Peroxidase-markierte Sekundär-AK wurden verdünnt (Tabelle 2) und die 
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Membranen für 1 Std. (BCL-6, EBNA2, GATA3, LMP1, PU.1), 2 Std. (LMP2A, Syk) oder 
3 Std. (AID) mit diesen Verdünnungen bei RT inkubiert. Die Visualisierung der 
Proteinbanden erfolgte mit dem ECL-Plus-Detektions-Reagenz (ECL, engl. enhanced 
chemiluminescence, Amersham, Freiburg). 
Tabelle 2. Primär- und Sekundär-AK der Western-Blot-Analysen. 
 AK-Name Klon oder 
Kat. Nr. 
Spezies Verdünnung AK-Lösung 
1. AK α-AID 5G9 a Ratte 1:10 5% BSA/ TBST 0,1% 
 α-βAktin sc-1616 b Ziege 1:500 5% MP/TBST 0,1% oder 
0,5% Blocklösung 
 α-BCL-6 BL6.02 c Maus 1:300 0,5% Blocklösung 
 α-GATA3 sc-268 b Maus 1:100 5% MP/TBST 0,1% 
 α-EBNA2 PE2 d Maus 1:500 0,5% Blocklösung 
 α-PU.1 sc-352 b Kaninchen 1:200 0,5% Blocklösung 
 α-LMP1 CS1-4 d Maus 1:2000 0,5% Blocklösung 
 α-LMP2A 14B7 e Ratte 1:10 4% MP/TBST 0,1% 
 α-Syk Syk-01 f Maus 1:2000 5% MP/TBST 0,1% 
2. AK α-Ratte 112-035-068 g Ziege 1:2000 5% MP/TBST 0,1% 
 α-Ziege sc-2350 b Schwein 1:10000 5% MP/TBST 0,1% oder 
0.5% Blocklösung 
 α-Maus 115-036-062 g Ziege 1:2000 5% MP/PBST 0,1% 
 α-Kaninchen 711-036-152 g Esel 1:10000 0,5% Blocklösung 
 α-Ratte A9542 h Esel 1:8000 4% MP/TBST 0,1% 
 α-Maus  715-036-15 g Esel 1:10000 5% MP/TBST 0,1% 
a Zellkultur-Überstand (Greiner et al., 2005); b Santa Cruz Biotech, Heidelberg; c Dunn Labortechnik GmbH, 
Asbach; d Dako, Hamburg; e Zellkultur-Überstand (Fruehling et al., 1996); f Abcam, Cambridge, UK; g 
Dianova, Hamburg; h Sigma-Aldrich, Schnelldorf 
2.11 Isolierung EBV-positiver B-Zellen aus dem PB gesunder Spender 
Humane PB-B-Zellen wurden aus BCs und nach Aufklärung und schriftlicher 
Einverständnis der Spender aus einer 500 ml Blutspende isoliert. PBMC wurden über eine 
Ficoll-Dichte-Gradienten-Zentrifugation (Amersham, Freiburg, Germany) aufgereinigt und 
B-Zellen über einen CD19-MACS isoliert. Hierfür wurden die PBMC mit einem 1/10 Vol 
CD19-Microbeads (Miltenyi Biotec) 20 Min. bei 4ºC gefärbt, anschließend mit PBS/BSA 
0,5% gewaschen und die B-Zellen über LS-MACS-Säulen isoliert. Die Reinheit wurde 
durch eine CD20- und CD27-FACS-Färbung kontrolliert und betrug stets >98%. 
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2.11.1 EBER-ISH 
B-Zellen wurden mit 100 µl Fixierungspuffer (4% Paraformaldehyd/5% Eisessig) pro 1 x 
106 Zellen 10-20 Min. bei RT geschüttelt, anschließend 2 x mit PBS gewaschen und über 
Nacht bei 4°C gelagert. Vor der Hybridisierung mit der EBER-Sonde wurden die Zellen mit 
500 µl Waschlösung (0,5% Tween-20 in PBS) pro 1 x 106 Zellen 10 Min. bei 56°C unter 
Schütteln permeabilisiert. Die Inkubation mit dem Hybridisierungspuffer: 79,5% 
Hybridisierungs-Lösung (10% Dextransulfat, 0,2% Sodium-Pyrophosphat, 0,2% 
Polyvinylpyrrolidon, 50 mM Tris/Hcl, 10 mM NaCl, 5 mM Na2EDTA, 30% Formamid und 
0,2% Ficoll in H2O), 20% EBER-FITC-Sonde (Y 5200, Dako) und 0,5% Tween-20 mit 100 
µl pro 1 x 106 Zellen erfolgte 1 Std. bei 56°C unter Schütteln im Wasserbad. Die Zellen 
wurden anschließend pelletiert und 10 Min. mit vorgewärmter Waschlösung (500 µl pro 1 x 
106 Zellen) bei 56°C im Wasserbad gewaschen. Dieser Waschschritt wurde noch zweimal 
für je 30 Min. wiederholt und die Zellen danach in 25 µl PBS pro 1 x 106 Zellen 
aufgenommen. Pro Objektträger wurden je 3 x 106 Zellen vorsichtig ausgestrichen und über 
Nacht bei RT getrocknet. Die Reagenzien und Puffer waren RNAse-frei und alle 
Reaktionsschritte wurden möglichst im Dunkeln durchgeführt. 
 
2.11.2 AP-Immunfärbung 
Die Objektträger mit jeweils 3 x 106 Zellen wurden vor der Färbung 10 Min. in kaltem 
Aceton (-20˚C) fixiert. Die Zellen wurden 20 Min. mit einer 1:50 Verdünnung Proteinase K 
(PNA Kit, Dako, Hamburg) in einer vorgewärmten Kammer bei 37ºC inkubiert und dreimal 
mit TBS gewaschen. Der α-FITC-AP-AK (PNA Kit, Dako) wurde unverdünnt 30 Min. bei 
RT mit den Zellen inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal für 3 Min. mit TBS und 
zweimal für 1 Min. mit H2O auf dem Schüttler gewaschen. Die anschließende FastRed-
Inkubation (BioGenex, San Ramon, Kalifornien, USA) erfolgte 30 Min. bei RT. Diese 
Farbreaktion wurde mit TBS gestoppt und die Zellen mit dem Mikroskop analysiert. Als 
Positiv-Kontrolle diente in diesem Experiment ein Zellgemisch der GC-LCL 5-7-1 mit der 
EBV- BL41 in einem Verhältnis von 1:103 und 1:105. 
 
2.11.3 Herstellung der EBER-Sonde durch In-Vitro-Transkription 
Die EBER1- und EBER2-Gene wurden zunächst aus DNA der GC-LCL 5-7-1 mit einer 
Zwei-Runden-PCR amplifiziert. In der ersten Runde (Primer siehe Tabelle A1) wurde ein 
EBV-DNA-Fragment von 590 bp, inklusive der EBER1 und EBER2-Gene, vervielfältigt. 
Die Primer der zweiten Runden (Tabelle A1) befinden sich innerhalb des in der ersten 
Runde amplifizierten Bereichs („nested“) und tragen am 5’ Ende die Promotor-Sequenzen 
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der RNA-Polymerasen für die In-Vitro-Transkription (IVT). Die PCR der zweiten Runde 
führt zur separaten Amplifikation der jeweils 210 bp langen EBER1- bzw. EBER2-Gene. In 
der IVT wurden anschließend die „Sense-“ und „Anti-sense“ Transkripte mit den SP6- bzw. 
T7-RNA-Polymerasen hergestellt. Hierbei binden die RNA-Polymerasen an die DNA-
doppelsträngigen Promotoren, trennen die DNA-Doppelstränge auf und verwenden den 
jeweils 3’-5’ Strang als Matritze zur Synthese eines komplementären 5’-3’ Stranges. In der 
IVT verwendete Uracil-Nukleotid-Triphosphate sind zu einem Drittel an Digoxigenin-
gekoppelt (Dig RNA Labeling Kit, Roche). Die Detektion der EBER-Sonde erfolgte durch 
eine AP-Immunfärbung (siehe 2.11.2) mit einer 1:300 Verdünnung eines anti-Digoxigenin-
AP-gekoppelten Fab-Fragmentes (Kat.Nr. 11093274910, Roche) in 100 mM Tris-HCl, 150 
mM NaCl in RNase-freiem H2O bei pH 7,5. 
 
2.11.3.1 Amplifikation der EBER-Gene 
PCR-Ansatz der 1. Runde: 4 µl dNTPs (2 mM) 
    4 µl 10 x PCR-Puffer (Fermentas ohne MgCl2) 
    je 2 µl EBER US 1.Rd (2,5 µM) 
je 2 µl EBER LS 1.Rd (2,5 µM) 
    1,6 µl MgCl2 (25 mM, Fermentas) 
0,3 µl Taq-DNA-Polymerase (Fermentas) 
    add 39 µl H2O 
+ 1 µl DNA (ca. 200 ng) 
PCR-Programm der 1. Runde: 95°C 5 Min., 20 x (95°C 50 Sek., 63°C 30 Sek., 72°C 60 
Sek.), 72°C 5 Min., 10°C Pause 
PCR-Ansatz der 2. Runde: 5 µl dNTPs (2 mM) 
    5 µl 10 x PCR-Puffer ohne MgCl2 (Fermentas) 
    2,5 µl EBER1 SP6-US bzw. EBER2 SP6-US (2,5 µM) 
2,5 µl EBER1 T7-LS bzw. EBER2 T7-LS (2,5 µM) 
    2 µl MgCl2 (25 mM, Fermentas) 
    add 48,7 µl H2O 
+ 1 µl der 1. Runde 
+ 0,3 µl Taq-DNA-Polymerase (Fermentas) 
PCR-Programm der 2. Runde: 95°C 2 Min., 28 x (95°C 50 Sek., 56°C 30 Sek., 72°C 60 
Sek.), 72°C 5 Min., 10°C Pause 
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Die Isolierung der EBER1- und EBER2-DNA-Fragmente erfolgte über Ausschneiden der 
DNA-Banden aus einem Agarose-Gel und Aufreinigung der DNA mit dem „High Pure PCR 
Product Purification Kit“ (Roche).  
 
2.11.3.2 In-Vitro-Transkription und ISH 
Die EBER-Gene wurden mit dem „Dig RNA Labeling Kit SP6/T7“ (Roche) transkribiert. 
Die Transkription mit der SP6-RNA-Polymerase dient in diesem Experiment als „Sense“- 
bzw. Negativ-Kontrolle und sollte bei der ISH nicht mit den EBER-Transkripten bzw. 
unspezifisch mit Zell-Transkripten hybridisieren. Die T7-RNA-Polymerase führt zur 
Synthese des „Anti-sense“-RNA-Stranges, der mit den EBER-Transkripten hybridisieren 
und über die eingebauten Digoxigenin-UTPs bei der AP-Immunfärbung detektiert werden 
kann. 
IVT-Ansatz:   2 µl 10 x NTP-Markierungs-Gemisch (Roche) 
    2 µl 10 x Transkriptions-Puffer (Roche) 
    1 µl RNase-Inhibitor (Roche) 
2 µl RNA-Polymerase SP6 bzw. T7 (Roche) 
    13 µl EBER1- bzw. EBER2-DNA (PCR-Produkt) 
 
Der IVT-Ansatz wurde 2 Std. bei 37˚C inkubiert, die DNA anschließend 15 Min. bei 37˚C 
mit 2 µl DNase I verdaut und die Reaktion mit 2 µl EDTA (0,2 M) gestoppt. Die Effizienz 
der IVT und die ungefähre Menge der entstandenen RNA wurden auf einem RNA-Agarose-
Gel analysiert. Die T7-generierten EBER1- und EBER2-Sonden wurden vor der ISH 
gemischt. Die Digoxigenin-markierten T7- und zur Kontrolle SP6-Sonden (5 µl 
Sondenansatz pro 106 Zellen: ca. 2-5 ng Sonde und 2,5 µl Formamid in RNase-freiem H2O), 
sowie der Hybridisierungspuffer (siehe 2.11.1) wurden vor der Zugabe zu den Zellen für die 
ISH 5 Min. bei 80˚C separat voneinander erhitzt. Die ISH erfolgte mit jeweils 5 µl 
Sondenansatz + 20 µl Hybridisierungspuffer pro 1 x 106 Zellen wie in 2.11.1 beschrieben. 
 
2.11.4 Einzelzell-Mikrodissektion 
2.11.4.1 Hydraulische Mikrodissektion 
Die gefärbten B-Zellen wurden in TBS-Puffer mit Hilfe einer Mikropipette am 
hydraulischen Mikromanipulator (Narishige, Japan) von den Objektträgern gelöst. Mit einer 
zweiten Mikropipette, die vorher stumpf angeschliffen wurde und somit eine kleine Öffnung 
hatte, wurden die Einzelzellen angesaugt und in jeweils ein PCR-Reaktionsgefäß überführt 
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(Küppers et al., 1993). In den Reaktionsgefäßen für die isolierten Zellen bzw. die Kontrollen 
waren jeweils 20 µl PCR-Puffer (Expand High Fidelity-Puffer ohne MgCl2, Roche) 
vorgelegt. Die Lagerung der Zellen bis zur Analyse erfolgte bei -20ºC. Eingesaugter TBS-
Puffer diente als Kontrolle dafür, dass sich keine Zellen unspezifisch vom Objektträger 
gelöst haben und im Puffer schwammen. 
 
2.11.4.2 Laser Mikrodissektion 
Die auf Membran-Objektträgern ausgestrichenen B-Zellen wurden am Laser-
Mikromanipulator (P.A.L.M. Microlaser Technologies, Bernried) analysiert. EBV+ 
(FastRed+) B-Zellen wurden markiert, mit dem Laser ausgeschnitten und jeweils einzeln in 
PCR-Puffer (ohne MgCl2, High Fidelity, Roche) eines über der Zelle ausgerichteten 
Reaktionsgefäß-Deckels katapultiert, mit dem Puffer abzentrifugiert und bei -20ºC gelagert. 
Es wurden nur EBV+ B-Zellen isoliert, die nicht über bzw. unter anderen nicht-gefärbten 
Zellen lagen, so dass die katapultierte DNA ausschliesslich von EBV+ Zellen stammte. 
Katapultierte Membranstücke ohne Zellen dienten als Kontrolle dafür, dass keine DNA 
unspezifisch über die Objektträger geschmiert war. Um ein Kleben der Zellen an die 
Innenwand der Reaktionsgefäße durch unspezifische Proteinbindungen zu vermeiden, 
wurden die Reaktionsgefäße vor der Isolierung der Zellen 30 Min. mit einer 1%-igen 
BSA/TBS-Lösung innen mit BSA bemantelt und 30 Min. bei RT getrocknet. Durch eine 
Oberflächenspannung bestand zudem die Gefahr einer Abstossung der katapultierten Zellen 
am in die Reaktionsgefäß-Deckel vorgelegten PCR-Puffer. Um dies zu vermeiden, wurde 
dem PCR-Puffer 1 µl Triton-X100 (Sigma Aldrich) auf 1 ml PCR-Puffer zugefügt. Die 
hydraulisch- bzw. Laser-mikrodissektierten Einzelzellen wurden mindestens 24 Std. bei -
20°C gelagert, um ein Platzen der Zellmembranen sicher zu stellen. Dieses Platzen 
erleichtert den sich anschließenden Proteinase K-Verdau und ist für die Effizienz der V-
Gen- und EBNA1-Einzelzell-PCR (s. 2.5.2) essentiell. 
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3. Ergebnisse 
In der vorliegenden Arbeit werden zunächst monoklonale LCLs aus GC- und naiven B-
Zellen etabliert. Besondere Beachtung findet hierbei die Etablierung von monoklonalen 
LCLs aus GC-B-Zellen, die während der SHM im GC BCR-destruktive Mutationen erfahren 
haben und somit keinen BCR mehr ausprägen können. Im Anschluss wird in einer Reihe 
neu-etablierter, monoklonaler LCLs der Einfluss der EBV-Infektion auf B-Zellen 
unterschiedlicher Differenzierungsstadien und verschiedener BCR-Zustände untersucht. Der 
Schwerpunkt dieser Untersuchung liegt auf der Ausprägung von GC- und generellen B-Zell-
Markern sowie auf der Ausprägung von Genprodukten, die für das HL typisch sind. Eine 
Mutationsanalyse der V-Genumordnungen in den LCLs soll klären, welchen Einfluss EBV 
auf das komplizierte System der SHM hat. Abschließend wird die Etablierung einer 
Methode vorgestellt, die es erstmals ermöglicht, die seltenen EBV+ B-Zellen aus dem PB 
gesunder Menschen zu isolieren. Die Untersuchung dieser in vivo EBV-infizierten Zellen 
ermöglicht detaillierte Einblicke in die Persistenz-Entwicklung des Virus und gibt evtl. 
Aufschluss darüber, warum eine EBV-Infektion in seltenen Fällen zur malignen 
Transformation der Zelle führen kann. 
 
3.1 Etablierung BCR-defizienter GC-LCLs 
HRS-Zellen stammen vermutlich von prä-apoptotischen GC-B-Zellen ab, die im Laufe der 
SHM entweder BCR-destruktive oder BCR-affinitätsmindernde Mutationen erfahren haben. 
Unter normalen Umständen werden solche B-Zellen im GC nicht positiv-selektioniert und 
sterben durch Apoptose. Im klassischen HL weisen ca. 25% der Fälle BCR-destruktive 
Mutationen auf, und auch in einigen PTLD-Fällen konnten solche Mutationen gefunden 
werden (Bräuninger et al., 2003; Capello et al., 2003; Kanzler et al., 1996; Timms et al., 
2003). In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob eine EBV-Infektion von GC-B-Zellen 
in vitro prä-apoptotische B-Zellen vor der Apoptose retten und somit in vivo für die Rettung 
der prä-apoptotischen HL- und PTLD-Vorläuferzellen verantwortlich sein kann. Eine In-
Vitro-Infektion von B-Zellen mit EBV führt in der Regel zur Ausprägung einer Latenz III in 
den auswachsenden LCLs. Die Latenz III beinhaltet u.a. die Expression des BCR-
nachahmenden LMP2A, durch dessen Signal BCR-defiziente B-Zellen gerettet werden 
könnten.  
GC-B-Zellen sind in vivo bereits stark Apoptose-gefährdet und sollten nach der 
Aufreinigung aus den Tonsillen möglichst schnell mit EBV infiziert werden, um die 
Apoptose der Zellen abzuwenden und möglichst viele der Zellen zu transformieren. Generell 
besteht jedoch die Möglichkeit aktivierte, proliferierende B-Zellen in vitro zu transformieren 
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(Gregory et al., 1988; Mangeney et al., 1995). EBV-infizierte GC-B-Zellen werden durch 
eine limitierende Verdünnung (engl. limiting dilution, LD) weitestgehend vereinzelt, um 
monoklonale LCLs zu erhalten. Auswachsende Zellklone werden im Anschluss anhand der 
V-Genumlagerungen auf ihre Klonalität untersucht. BCR-defiziente LCLs werden dann mit 
Hilfe einer FACS-Analyse auf die fehlende Expression eines BCR identifiziert. Durch eine 
detaillierte Analyse der VH- und VL-Genumlagerungen können schliesslich BCR-destruktive 
Mutationen gefunden werden, die die EBV-Infektion als ein wichtiges 
Transformationsereignis in der frühen HL- und PTLD-Pathogenese unterstreichen. 
 
3.1.1 EBV-Infektion von GC-B-Zellen und Einzelzellklonierung 
Humane Tonsillen zur Aufreinigung der GC-B-Zellen wurden zunächst mit einem Skalpell 
geschreddert und Gewebsreste wurden über ein Sieb abgetrennt. Die TMC wurden über 
einen Ficoll-Gradienten aufgereinigt. Aus diesen wurden CD77+ GC-B-Zellen mittels 
magnetisch-aktivierter Zellsortierung (MACS) isoliert. Die Isolierung wurde durch die 
Anfärbung der Zellen mit AK für den GC-B-Zellmarker CD77 und den generellen B-
Zellmarker CD20 im FACS-Canto kontrolliert. Die Reinheit der isolierten GC-B-Zellen lag 
stets über 96%. Die EBV-Infektion der Zellen erfolgte mit 5 ml Überstand der B95-8 
Marmoset Zelllinie pro 1 x 107 GC-B-Zellen. Für eine effiziente Infektion wurden die Zellen 
mit dieser Zelldichte über Nacht im Brutschrank inkubiert. Nach 24 Std. wurde die Kultur 
durch eine LD in 96er-Mikrotiterplatte kloniert. Die Monoklonalität der Linien ist zur 
späteren Analyse und Interpretation der RNA- und Protein-Expressionsmuster essentiell. 
Auswachsende Zellklone wurden GC-LCLs genannt. 
  
3.1.2 Analyse der Klonalität der Zelllinien 
Nach der Klonierung ausgewachsene Klone wurden mit einer Familien-spezifischen VH-
Gen-PCR auf ihre Klonalität untersucht. Hierbei wurden nur Zellklone analysiert, die nach 
der Poisson-Verteilung eine hohe Wahrscheinlichkeit hatten, monoklonal zu sein. Bei der 
Poisson-Verteilung errechnet sich der Anteil der Fächer, in denen monoklonale Zellen 
wachsen, durch die Gleichung: 
  
P(1)/1-P(0) = Wahrscheinlichkeit der Monoklonalität der auswachsenden Zellen 
(M)/Gesamtzahl der Fächer, in denen Zellen wachsen (engl. responding, R). 
Die Wahrscheinlichkeit der Monoklonalität der Linien nähert sich 100%, wenn der 
M/R-Wert = 1 beträgt. In dieser Arbeit wurden Zellklone zur weiteren VH-Gen-Analyse 
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verwendet, wenn in <30% der Fächer einer 96er-Mikrotiterplatte Zellen gewachsen sind. 
Diese waren dann mit 83,5% iger Wahrscheinlichkeit monoklonal (Coller und Coller, 1986). 
 Die genomische DNA der nach Poisson vermutlich monoklonalen GC-LCLs wurde 
zur genauen Bestimmung der Klonalität mit einer VH-Gen-Familien-spezifischen PCR 
analysiert. Hierbei werden sechs verschiedene PCRs pro Zelllinie durchgeführt. In jeder 
PCR wird einer der sechs VH-Familien-spezifischen Vorwärts-Primer mit einer Mischung 
aus JH-Familien-spezifischen Rückwärts-Primern kombiniert (Abb. 6). Ein PCR-Produkt 
entsteht, wenn eine VHDHJH-Genumlagerung der jeweiligen VH-Genfamilie in der Zelle 
stattgefunden hat. Eine Zelle mit zwei Allelen für mögliche VH-Genumordnungen kann 
demnach nur zu höchstens zwei positiven VH-Familien-spezifischen PCRs führen (Abb. 6 
und 7). 
  
 
 
 
 
 
 
Abb. 6: Schema der VH-Familien-spezifischen PCR. Die Pfeile (    ) zeigen die Primer-Bindestellen und -
Orientierungen. Die schraffierten Bereiche deuten die N-Nukleotide an. Bei dieser PCR entsteht nur ein 
Produkt, wenn eine VH-Genumlagerung stattgefunden hat.  
   
GC-LCLs, die bei dieser Analyse für mehr als zwei VH-Genfamilien positiv waren, wurden 
als nicht-monoklonal eingestuft und nicht weiter analysiert (Tabelle A2 und Abb. 7). Bei 
GC-LCLs mit einer bzw. zwei positiven VH-Familien-Genumordnungen wurden zur 
genauen Bestimmung der Klonalität sowie zur Analyse des Mutationszustandes die VH-
Genumlagerungen sequenziert. Bei den ersten drei Spendern wurden zusätzlich in fast allen 
potentiell monoklonalen GC-LCLs mögliche weitere Allele mit einer Familien-spezifischen 
DHJH-Gen-PCR gesucht. Bei dem vierten Spender wurden die GC-LCLs nur auf potentielle 
DHJH-Genumlagerungen analysiert, wenn die entsprechende Linie bereits zwei VHDHJH-
Genumlagerungen besass (Tabelle A3). 
VH     VH         DH  DH    JH  JH 
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Abb. 7: Beispiel einer VH-Familien-spezifischen PCR-Analyse. Die Pfeile zeigen die spezifischen PCR-
Banden zwischen 300 und 350 bp an bzw. deuten auf die 100 bp DNA-Leiter. Die GC-LCL 5-7-1 hat eine 
BCR-verkrüppelte VH4-Genverbindung, die um 59 bp verkürzt ist und daher unterhalb der 300 bp Bande der 
DNA-Leiter läuft. Die BL41 trägt eine VH3-Genverbindung. Die GC-LCL 7-7 ist für drei VH-Familien positiv 
und daher nicht monoklonal. Die B-Zell-DNA ist polyklonal und daher für alle VH-Genfamilien positiv. Sie 
dient hier als Positiv-Kontrolle der PCRs. * Es handelt sich bei der 700-800 bp langen Bande der VH3-PCR von 
GC-LCL 5-7-1 um ein VH3-Pseudogen-Artefakt. Da in den VH-PCRs ein Rückwärts-JH-Primer-Gemisch 
verwendet wurde, werden die zusätzlichen Banden der VH-positiven PCRs vermutlich durch stromabwärts-
liegende JH-Gene verursacht. 
 
Die VH-Gen-Analysen und -Sequenzierungen der GC-LCLs ergaben 103 monoklonale, 48 
biklonale und 18 oligoklonale GC-LCLs aus vier Tonsillen (Tabelle 3, A2 und A3). 
Siebzehn der 24 monoklonalen und drei von sieben biklonalen GC-LCLs von Spender B 
entstanden durch eine Einzelzell-Klonierung mit 0,5, 1 und 2 Zellen pro Ansatz von einer 
bereits 15 Tage kultivierten, polyklonalen GC-LCL. Tabelle A3 im Anhang zeigt die 
VHDHJH-Genumordnungen inkl. der -Mutationszustände und -Funktionalitäten der 103 
monoklonalen GC-LCLs. Insgesamt hatten neun der monoklonalen GC-LCLs - davon sieben 
vom Spender D - unmutierte VH-Gen-Umordnungen. Diese Linien könnten von GC-
Gründerzellen, die die SHM noch nicht aktiviert haben, abstammen (Lebecque et al., 1997). 
100 bp 
DNA Leiter
100 bp 
DNA Leiter 
100 bp 
DNA Leiter 
 GC-LCL 5-7-1 BL41 GC-LCL 7-7 
 B-Zell-DNA H2O Negativ-
Kontrolle 
 VH1   2   3   4    5    6    1   2   3   4    5    6 
VH1   2   3   4    5    6   1   2   3   4    5    6 
*   1    2   3   4    5   6 
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Unter den 94 GC-LCLs mit mutierten VH-Gen-Umordnungen lag die Mutationsfrequenz bei 
einem Mittelwert von 4,1% und variierte von 0,4% bis 15,5% (Tabelle A3). 
 
Tabelle 3: Übersicht der etablierten GC-LCLs von 4 Spendern. 
Spender der  
GC-B-Zellen 
Anzahl der  
monoklonalen  
GC-LCLs 
Anzahl der  
biklonalen  
GC-LCLs 
Anzahl der  
oligoklonalen  
GC-LCLs 
A 15 5 4 
B 24 7 0 
C 23 5 3 
D 41 31 11 
 
3.1.3 Screen auf Oberflächenrezeptornegativität 
Die Suche nach GC-LCLs, die im Verlauf der SHM im GC BCR-destruktive Mutationen 
erfahren haben und daher keine BCR mehr auf der Oberfläche ausprägen können, wurde 
zunächst mit einer FACS-Analyse auf die Expression von Igκ und Igλ durchgeführt. 
Erschwerend war bei dieser Analyse, dass eine Expression von EBNA2 innerhalb der Latenz 
III in den GC-LCLs zu einer Herabregulation der IgH-Expression führt (Jochner et al., 
1996). Zur Detektion der IgL mittels Durchflusszytometrie wurde aus diesem Grund die sehr 
sensitive Methode der Kopplung von Igκ- und Igλ-AK an fluoreszierende Liposomen 
angewandt (Abb. 8). Fluoreszierende Liposomen erhöhen die Sensitivität der FACS-Analyse 
um das 100-1000 fache (Scheffold et al., 1995). 
 
 
Abb. 8: Schematische Darstellung der Immunfärbung mit fluoreszierenden Liposomen. Im 1. Schritt 
werden die IgL mit einem Streptavidin-gekoppelten AK markiert. Im 2. Schritt binden die Biotin-Moleküle der 
Doppel-Lipidschicht der Cy5-Fluoreszenzfarbstoff-enthaltenen Liposomen an das Streptavidin. Str steht für 
Streptavidin. B steht für Biotin. 
Str Cy5 
Cy5
Cy5
Cy5 LCL Zelle 
B 
B 
B 
B 
B 
B B 
B B 
B 
Fluoreszierende Liposomen Anti-Igκ/Anti-Igλ 
 
1. Schritt 2. Schritt 
BCR 
Cy5 
Ergebnisse 
   50
Bei dieser Untersuchung wurden alle der 103 monoklonalen GC-LCLs von vier Spendern 
analysiert. 38 GC-LCLs zeigten hierbei eine Oberflächen-Expression von Igκ und 19 GC-
LCLs exprimierten Igλ (Tabelle 4). Überraschenderweise war fast die Hälfte der 
monoklonalen GC-LCLs weder Igκ+ noch Igλ+ (exemplarisch in Abb. 9 und Tabelle A4). 
Die normalerweise lebenslange Abhängigkeit der B-Zellen von der Expression eines BCR 
scheint in diesen 46 GC-LCLs aufgehoben zu sein.  
 
 
Abb. 9: Exemplarische Histogramme der FACS-Färbungen mit fluoreszierenden Liposomen. A und C) 
Igλ-Färbung, B und D) Igκ-Färbung, A) GC-LCL 6-1 ist Igλ+, B) GC-LCL 5-B40 ist Igκ+, C und D) GC-LCL 
5-7-1 ist Igκ- und Igλ-. 
 
Tabelle 4: Ig-Oberflächen-Expression von 103 GC-LCLs vier verschiedener Spender. 
Spender der  
GC-B-Zellen 
Anzahl der 
monoklonalen  
GC-LCLs 
Anzahl der 
Igκ+ GC-LCLs 
Anzahl der  
Igλ+ GC-LCLs 
Anzahl der  
Ig- GC-LCLs 
A 15 7 0 8 
B 24 13 1 10 
C 23 8 4 11 
D 41 10 14 17 
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Die Analyse einer Igλ+ und fünf sIg- GC-LCLs zeigte, dass LMP2A als BCR-Ersatz in GC-
LCLs exprimiert wird (Abb. 10 und Tabelle 5). Eine exemplarische Analyse von sieben GC-
LCLs hat gezeigt, dass LMP1 und EBNA2, charakteristisch für eine EBV-Latenz III, 
ebenfalls in GC-LCLs exprimiert werden (Tabelle 5). 
 
 
Abb. 10: Western-Blot-Analyse der LMP2A-Expression in GC-LCLs. Exemplarisch wurden folgende GC-
LCLs analysiert 1: Igλ+ GC-LCL 6-1; 2: sIg- GC-LCL 5-13-4; 3: sIg- GC-LCL 6-47; 4: sIg- GC-LCL 5-7-1; 5: 
sIg- GC-LCL 4-8; 6: sIg- GC-LCL 4-17; 7: die EBV-negative Zelllinie BL41 dient als Negativ-Kontrolle; 8: 
die PB-LCL 970402 dient als Positiv-Kontrolle. 
 
Tabelle 5: Phänotypische Bestimmung des EBV-Latenzprofils in GC-LCLs. 
LMP1 LMP2A EBNA2 
7/7 6/6 7/7 
 
3.1.4 Mutationsanalyse und Suche nach BCR-destruktiven Mutationen 
Die 46 GC-LCLs, die in der Ig-Oberflächenfärbung negativ waren, wurden im Folgenden 
auf Mutationen in den VHDHJH- sowie VL-Genumlagerungen untersucht, die für die fehlende 
Oberflächen-Expression der BCR ursächlich sein könnten. Zu diesen Mutationen gehören a) 
Punktmutationen, die zu einem verfrühten Stop-Kodon führen, b) Deletionen und 
Duplikationen, die zu einer Leserasterverschiebung führen, sowie c) Mutationen, die zum 
Austausch der drei konservierten Aminosäuren führen, die zur Stabilisierung des AK über 
Schwefelbrücken notwendig sind, und d) Mutationen, die die Spleissstellen der 
Leitpeptidregion der VH-Genumlagerungen betreffen. Nach diesen möglichen Mutationen 
wurde in den insgesamt 46 GC-LCLs mit spezifischen VH-, VHL- und VL-PCRs und 
entsprechenden Sequenzanalysen intensiv gesucht. Eine Übersicht der VH- und VL-
Genumlagerungen der sIg- GC-LCLs geben die Tabellen A3 bzw. A4. Die 
Mutationsfrequenzen der VL-Genverbindungen liegen in den meisten LCLs leicht unter 
denen der VH-Genverbindungen. 
1 
β−Aktin
LMP2A 
2 4 5 6 7 83
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Bei der Mutationssuche konnten vier GC-LCLs mit putativen BCR-destruktiven Mutationen 
gefunden werden. Diese Mutationen betrafen in allen vier Linien VH-Genumlagerungen, die 
eine intakte CDR III im korrekten Leseraster aufwiesen, und somit ursprünglich einen 
funktionellen BCR exprimiert haben müssen. Die GC-LCL 7-36 hat während der SHM eine 
Punktmutation erfahren, die zu einem Austausch des konservierten Cysteins in der FR III 
durch ein Threonin geführt hat (Abb. 11C). Diese Austausch-Mutation verhindert vermutlich 
die Bildung einer Bisulfidbrücke, die für die korrekte Faltung der Ig-Ketten notwendig ist. 
Die Ausprägung eines funktionellen BCR kann jedoch nicht vollständig ausgeschlossen 
werden. Bei den drei anderen GC-LCLs handelt es sich eindeutig um BCR-destruktive 
Mutationen (Abb. 11 und 12). Die GC-LCL 4-17 hat im Verlauf der SHM im GC zwei 
Mutationen im Anfang der FR III des VH-Gens erhalten. Durch diese Mutationen ist aus 
einem „TAC“ Tyrosin-Kodon ein „TGA“ Stop-Kodon geworden (Abb. 11A und 12A). Die 
Ausprägung eines funktionellen BCR ist damit ausgeschlossen.  
 
Abb. 11: Schematische Darstellung der Ig-Schwerketten-Loci der vorraussichtlich BCR-verkrüppelten 
GC-LCLs. A) GC-LCL 4-17, B) GC-LCL 5-7-1, C) GC-LCL 7-36, D) GC-LCL 7-85; A) x steht für ein Stop-
Kodon; B) der schwarze Balken deutet die Deletionen in FR III an; C) ein konserviertes Cystein ist durch ein 
Threonin ausgetauscht; D) der blaue Balken zeigt den duplizierten Teil der FR III und CDR III. 
 
Bei der GC-LCL 5-7-1 ist es während der Affinitätsreifung zu einer Deletion von einmal 3 
und einmal 51 Nukleotiden in der FR III gekommen (Abb. 11B und 12C). Obwohl diese 
Deletionen nicht zu einer Verschiebung des Leserasters geführt haben, ist der Verlust von 
insgesamt 18 Aminosäuren in der FR III mit der Faltung des AK und somit der Expression 
des BCR nicht kompatibel. In der GC-LCL 7-85 hat die SHM zu einer Duplikation von 59 
Nukleotiden in der FR III geführt (Abb. 11D und 12E). Diese Duplikation hat eine 
V       D    J x
D   J D   J 
V          D  J 
D   J 
C104T V          D     J 
   
J
   
J
   
D
C 
A B
D
V                D  J 
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Leserasterverschiebung zur Folge, die zu einem verfrühten Stop-Kodon führt. Es ist bekannt, 
dass die SHM in einigen Fällen auch zu Deletionen und Duplikationen in den VH-
Genumlagerungen führen kann (Goossens et al., 1998). Die somatische Punktmutation im 
duplizierten und originalen rearrangierten DH3-23-Gen ist ein Hinweis darauf, dass die 
Duplikation nach dieser Mutation stattgefunden haben muss und im Zuge der SHM im GC 
passiert ist (Abb. 12E). 
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Abb. 12: VHDHJH- und DHJH-Genumordnungen der drei BCR-verkrüppelten GC-LCLs. A, C, E zeigen 
die VHDHJH-Genumordnungen der GC-LCL 4-17, GC-LCL 5-7-1 und GC-LCL 7-85 vom 5’ Ende der FR III 
bis zum Start der JH-Primer-Sequenz. B, D, F zeigen die DHJH-Genumordnungen der GC-LCL 4-17, GC-LCL 
5-7-1 und GC-LCL 7-85 stromaufwärts der RSS-Regionen 5’ der DH-Segmente bis zum Start der JH Primer-
Sequenz. A, B: GC-LCL 4-17; C, D: GC-LCL 5-7-1; E, F: GC-LCL 7-85. N steht für N-Nukleotide. A: Die 
beiden Punktmutationen im ersten Kodon der FR III führen zu einem Stop-Kodon und sind fett gedruckt und 
unterstrichen. C: Die GC-LCL 5-7-1 hat 3-bp und 51-bp lange Deletionen, die hier als schwarze Balken zu 
sehen sind. Ein DH-Gen konnte in dieser Sequenz nicht identifiziert werden, könnte jedoch Teil der hier 
dargestellten N-Nukleotide sein. E: Die GC-LCL 7-85 hat eine 59-bp lange Duplikation in der FR III/CDR III, 
die hier als schraffierter Balken dargestellt ist. Die gemeinsame Punktmutation in der duplizierten und 
originalen DH3-23 Gensequenz ist fett gedruckt und unterstrichen. F: Es handelt sich hier um ein invertiertes 
DH3-23-Gen (s. 3.1.4 und Abb. 13). 
 
In seltenen B-Zellen hat im Zuge der B-Zellentwicklung im Knochenmark auf beiden 
Allelen eine VHDHJH-Genumlagerung stattgefunden. Um auszuschließen, dass die BCR-
destruktiven Mutationen in den vier o.g. GC-LCLs auf den zweiten evtl. ursprünglich nicht-
funktionellen Allelen eingeführt wurden, war es zusätzlich wichtig, die zweiten Allele dieser 
vier GC-LCLs zu identifizieren. In allen vier Linien wurde, ausser den putativen BCR-
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verkrüppelten VH-Genverbindungen, nur je eine DHJH-Genverbindung gefunden, so dass die 
vermutlich BCR-destruktiven Mutationen tatsächlich in den ursprünglich verwendeten, 
funktionellen VHDHJH-Genumlagerungen stattgefunden haben (Abb. 11 und 12B, D, F und 
Tabelle A3). Die DHJH-Genumordnung der GC-LCL 7-85 konnte nur durch eine LDI-PCR 
identifiziert werden. Bei dieser Genumordnung wurde die RSS-Region vor dem DH3-23-Gen 
geschnitten und mit der RSS-Region von JH5b so rekombiniert, dass das JH-Fragment 
dazwischen invertiert wurde (Abb. 12F und 13). Es muss sich um eine zweite DHJH-
Genumordnung auf diesem Allel gehandelt haben, da zwischen dem DH3-23-Gen und dem 
JH3-Gen die JH1- und JH2-Gene nicht mehr vorhanden und N-Nukleotide eingeführt worden 
sind (Abb. 13). 
 
 
Abb. 13: Schematische Darstellung der DHJH-Genumordnung von GC-LCL 7-85.  
 
Die B-Zellen, die zu den drei eindeutig BCR-verkrüppelten GC-LCLs ausgewachsen sind, 
wären in vivo durch das Fehlen eines BCR in die Apoptose gegangen. Das Auswachsen 
dieser B-Zellen zu stabilen Zelllinien beweist damit zum ersten Mal, dass die EBV-Infektion 
humane BCR-verkrüppelte GC-B-Zellen in vitro vor der Apoptose retten kann, und weist 
darauf hin, dass die EBV-Infektion im GC in der frühen Pathogenese EBV-positiver Fälle 
des HL und PTLD eine wichtige Rolle spielt. 
       
3.1.5 Quantitative Analyse der Ig-Transkription 
In 42 GC-LCLs konnten weder in den VH- noch in den VL-Genumlagerungen BCR-
destruktive Mutationen gefunden werden. Die BCR-Negativität dieser Linien ist daher 
entweder durch eine Inhibition auf transkriptioneller Ebene oder durch post-transkriptionelle 
Effekte, wie Schwierigkeiten bei der Protein-Faltung durch Aminosäure-Austausch-
Mutationen oder wie Protein-Modifikationen, verursacht. Tatsächlich führt EBNA2 zu einer 
  DH      DH     DH      DH         JH    JH   JH 
5‘                 DH3-23JH3                    3‘ 
1. Schritt 
2. Schritt 
JH3DH3-23JH5
5‘                3‘3‘               5‘5‘            3‘ 
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Herabregulation der IgH-Transkription (Jochner et al., 1996). Ob dieser Effekt in den GC-
LCLs zu einer vollständigen Rezeptor-Defizienz führen kann, wurde mittels quantitativer 
RT-PCR untersucht. Hierfür wurden exemplarisch acht BCR-negative, drei BCR-positive 
monoklonale GC-LCLs sowie zwei monoklonale BCR-negative und zwei biklonale PB-
LCLs auf die mRNA-Ausprägung von IgM, IgA, IgG, Igκ und Igλ untersucht (Tabelle 6). 
Die Stärken der Ig-Transkription wurden ins Verhältnis gesetzt zu den entsprechenden Ig-
Ausprägungsstärken von CD19+ PB-B-Zellen. 
 
Tabelle 6: Quantitative RT-PCR der Ig-Transkripte.  
 LCLs IgM 
(%) 
IgA 
(%) 
IgG 
(%) 
Igκ 
(%) 
Igλ 
(%) 
Funktionelle  
VL-Gen-
umordnungen 
sIg- GC-LCLs 6-14 16 <0,01 <0,01 <0,01 8 Vλ2-11/Jλ1 
 5-17-3 <0,01 <0,01 9 1 0,04 Vκ3-20/Jκ3 
 5-B3 <0,01 <0,01 32 <0,01 14 Vλ1-47/Jλ7 
 5-5-1 0,8 <0,01 32 <0,01 0,1 Vκ3-15/Jκ5 
 5-B4 <0,01 <0,01 9 6 3 Vλ2-11/Jλ1 
 5-13-4 0,1 <0,01 10 1 20 Vλ2-14/Jλ2/3 
 4-21  1 <0,01 63 0,8 128 Vλ3-1/Jλ2/3 
 4-8 9 <0,01 18 2 40 Vλ3-21/Jλ 
sIg+ GC-LCLs 6-1 0,3 3 <0,01 <0,01 6 Vλ3-19/Jλ2/3 
 6-44 0,4 <0,01 15 0,2 11 Vλ1-51/Jλ2/3 
 5-B40  30 0,02 <0,01 14 0,1 Vκ1-9/Jκ4 
PB-LCLs  IMEBV a 5 0,1 5 0,7 0,03 na 
 031006 a 0,5 <0,01 0,3 <0,01 3 na 
 030515 b 8 0,02 <0,01 0,09 2 na 
 940410 b <0,01 0,2 <0,01 <0,01 0,7 na 
Die Ig-Transkriptionsstärken der LCLs wurden auf die jeweiligen Ig-Transkriptionsstärken von CD19+ PB-B-
Zellen, die auf 100% festgelegt wurden, normalisiert. a Diese PB-LCLs sind biklonal. b Diese PB-LCLs sind 
sIg-negativ. na steht für nicht analysiert. 
 
Die Transkription der IgH-Loci war in allen GC-LCLs um das 1,6- bis 100-fache der IgH-
Expression von CD19+ PB-B-Zellen verringert. Die GC-LCLs 5-5-1, 5-13-4, 4-21, 4-8, 6-1, 
6-44 und 5-B40 sowie die PB-LCLs IMEBV, 031006 und 030515 zeigten eine Ausprägung 
zwei verschiedener Ig-Isotypen-Transkripte (Tabelle 6). In den GC-LCLs 5-5-1 und 4-8 
wird dies vermutlich dadurch verursacht, dass es in diesen Linien auf beiden Allelen zu 
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VHDHJH-Genumlagerungen gekommen ist (Tabelle 6). In den übrigen acht Linien könnte die 
mRNA-Ausprägung zwei verschiedener Isotypen durch einen Klassenwechsel innerhalb der 
monoklonalen LCL oder durch die Transkription von Keimbahn-CH-Genen bzw. DHJH-
Genverbindungen verursacht worden sein. Erstaunlicherweise ähneln sich jedoch die 
Ausprägungs-Stärken der IgH-Transkripte zwischen den BCR+ und BCR- GC-LCLs, so dass 
die BCR-Negativität der acht mittels FACS als BCR- eingestuften GC-LCLs nicht einzig 
durch eine Herabregulation der IgH-Transkription zu erklären ist (Tabelle 6). 
Die IgL-Transkriptionsstärken der GC-LCLs waren in den meisten Fällen um das 5- 
bis 100-fache der IgL-Expression von CD19+ PB-B-Zellen verringert. Nur in den zwei GC-
LCLs 4-8 und 4-21 wurden IgL-Transkripte gemessen, die denen in CD19+ PB-B-Zellen 
entsprechen (Tabelle 6). In den meisten GC-LCLs wurden IgL-Transkripte gefunden, die 
auch bei der Sequenzanalyse eine funktionelle VL-Genumordnung gezeigt haben. Die 
zusätzliche Ausprägung der anderen IgL beruht vermutlich wie bei den Ig-Isotypen auf der 
Ausprägung von nicht-funktionellen IgL-Genumordnungen oder auf der Transkription von 
Keimbahn-Genen. Die GC-LCLs 5-B4, 5-13-4 und 4-8 tragen z.B. Vκ-Genverbindungen, die 
nicht im Leseraster sind, jedoch durch SHM-eingeführte Mutationen tragen (Tabelle 6). Da 
die SHM von der Transkription abhängig ist (Chaudhuri et al., 2003; Fukita et al., 1998; 
Peters und Storb, 1996), weisen diese Mutationen daraufhin, dass diese Vκ-
Genverbindungen nicht durch das KDE inaktiviert wurden, sondern immer noch 
transkribiert werden. In der GC-LCL 5-5-1 konnte keine Vκ-Transkription festgestellt 
werden, obwohl die Linie eine funktionelle Vκ-Genverbindung besitzt und keine Vλ-
Genumordnung mittels PCR gefunden werden konnte. Die leichte Ausprägung von Vλ in 
dieser GC-LCL beruht wahrscheinlich auf einer Keimbahn-Transkription. 
Die quantitative RT-PCR hat gezeigt, dass die BCR-Negativität nur in der GC-LCL 
5-5-1 durch eine Herabregulation der Transkription zu erklären ist. Die übrigen sieben BCR-
negativen GC-LCLs zeigen in ihren VH- und VL-Transkriptionsstärken keine Unterschiede 
zu den drei BCR+ GC-LCLs oder den zwei biklonalen BCR+ PB-LCLs. Der Defekt in der 
Ausprägung eines funktionellen BCR liegt demnach auf der post-transkriptionellen Ebene 
und könnte auf eine Inhibition der Translation durch miRs, auf SHM-verursachte 
Schwierigkeiten bei der Proteinfaltung der Ig-Ketten bzw. auf post-translationale Ig-
Modifikationen, die eine BCR-Ausprägung verhindern, zurückzuführen sein.  
 
 
 
 
Ergebnisse 
   58
3.2 Etablierung von LCLs aus naiven B-Zellen 
Um den Einfluss von EBV auf B-Zellen unterschiedlicher Differenzierungsstadien zu 
analysieren und evtl. GC- oder BCR-spezifische, EBV-abhängige Ausprägungs-Signaturen 
festzustellen, wurden zunächst monoklonale LCLs aus naiven B-Zellen etabliert.  
 
3.2.1 Aufreinigung und EBV-Infektion der naiven B-Zellen aus dem PB 
PBMCs wurden über einen Ficoll-Gradienten isoliert. In den ersten Versuchen zur 
Etablierung von LCLs aus naiven B-Zellen wurden aus den PBMCs zunächst Monozyten, 
die meisten T-Zellen, Gedächtnis-B-Zellen und einige natürliche Killerzellen mittels eines 
CD11b-/CD27-MACS abgereichert. Anschließend wurden naive B-Zellen über eine CD27-
/IgD+-FACS-Sortierung isoliert und mit EBV-infiziert. Eine VH-Gen-Analyse der 
auswachsenden Zellklone hat jedoch ergeben, dass die meisten Zelllinien mutierte VH-
Genumordnungen trugen. Trotz der hohen Reinheit der isolierten naiven B-Zellen von 
>95%, sind demnach in diesen Zellkulturen wenige noch-vorhandene Gedächtnis-B-Zellen 
präferentiell ausgewachsen.  
 Eine Analyse verschiedener Sortierungsstrategien hat gezeigt, dass die erste 
Anreicherung naiver B-Zellen aus PBMCs am besten durch zwei konsekutive CD11b-
/CD27-MACS-Schritte zu erreichen ist. Da bei vorherigen FACS-Sortierungen ein enges 
Sortierfenster zu hohen Zellverlusten geführt hat, wurden die CD11b-, CD27- und CD19+ 
naiven B-Zellen nach dem CD11b-/CD27-MACS über eine CD19-MACS-Anreicherung 
isoliert. Die Zellzahl der auf diese Weise isolierten naiven B-Zellen betrug 4 x 106. Die 
Reinheit der isolierten CD27- und IgD+ naiven B-Zellen wurde mit einer FACS-Färbung für 
CD27 und IgD kontrolliert und erreichte 99%. Die Infektion von 4 x 106 naiven B-Zellen 
erfolgte mit 2 ml Überstand der B95-8 Marmoset-Zelllinie in einer 24er-Mikrotiterplatte. 
Nach 24 Std. wurden die Zellen durch eine LD in 96er-Mikrotiterplatten kloniert, um 
monoklonale LCLs aus naiven B-Zellen (N-LCLs) zu erhalten. Wie bei den GC-LCLs ist die 
Monoklonalität der Linien zur späteren Analyse und Interpretation der Expressionsmuster 
unerlässlich. Die Etablierung der N-LCLs erwies sich durch die geringe Zellzahl als eher 
schwierig. Es sind insgesamt 49 Zellklone ausgewachsen. 
 
3.2.2 Validierung der Naivität der isolierten Zellen 
Bei anfänglichen Versuchen der Etablierung von N-LCLs sind Klone ausgewachsen, die 
mutierte V-Genumlagerungen als Hinweis auf eine bereits durchlaufene GC-Reaktion 
aufwiesen. Dieser Befund deutete stark darauf hin, dass einige wenige Gedächtnis-B-Zellen 
unter den hoch-aufgereinigten naiven B-Zellen von EBV transformiert und bevorzugt 
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ausgewachsen sind. Zur Validierung der aufgereinigten naiven B-Zellen wurden daher bei 
dem o.g. Experiment (s. 3.2.1) zusätzlich zu der FACS-Kontrolle und Bestimmung der 99%-
igen Reinheit 2 x 105 isolierte B-Zellen vor der EBV-Infektion abgenommen und die VH-
Genumlagerungen auf somatische Mutationen untersucht. 
Bei der Analyse der genomischen DNA dieser polyklonalen B-Zellen wurde exemplarisch 
die VH1-Genfamilie mittels VH-Gen-PCR amplifiziert, das PCR-Fragment isoliert und in den 
Bakterienvektor pGEM-T-easy kloniert. Nach der Transformation in kompetente Bakterien 
konnten auf diese Weise Bakterienklone mit jeweils individuellen VH1-PCR-Produkt-
Fragmenten isoliert und sequenziert werden. Die Analyse validierte mit 13 unmutierten von 
16 analysierten VH1-Sequenzen die hohe Aufreinigung naiver B-Zellen. Die vier Mutationen 
in den drei übrigen Sequenzen könnten entweder bei der Amplifikation der PCR-Fragmente 
durch die DNA-Polymerase eingeführt worden sein oder seltene VH-Gen-Polymorphismen 
darstellen. Es könnte sich jedoch auch um tatsächlich sehr leicht mutierte Zellen handeln. 
 
3.2.3 Analyse der Klonalität der N-LCLs und Mutationsanalyse 
Nach der Klonierung auswachsende Linien wurden wie die GC-LCLs mit einer Familien-
spezifischen VH-Gen-PCR auf ihre Klonalität untersucht. Es wurden nur Zellklone 
analysiert, die nach der Poisson-Verteilung eine hohe Wahrscheinlichkeit hatten, 
monoklonal zu sein. N-LCLs, die zwei VHDHJH-Genumordnungen aufwiesen, wurden 
zusätzlich mit der DHJH-Gen-PCR auf mögliche weitere Allele analysiert. Es sind insgesamt 
drei monoklonale, neun biklonale und 37 oligoklonale N-LCLs ausgewachsen. Bei der VH-
Gen-Analyse der mono- und biklonalen N-LCLs waren 17 VH-Gensequenzen unmutiert und 
validierten somit die Abstammung der Linien von naiven, VH-unmutierten B-Zellen.  
 
Abb. 14: Western Blot Analyse der Expression der Latenz III-charakteristischen EBV-Proteine LMP1 
und EBNA2 in den monoklonalen N-LCLs. Die Expression von β-Aktin dient als Ladekontrolle. Die GC-
LCL 5-5-1 ist als Positiv- und die Zervixkarzinom-Zelllinie HeLa als Negativ-Kontrolle gezeigt. 
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Die drei monoklonalen N-LCLs wurden ferner auf die Expression der Ig-Isotypen analysiert. 
Alle drei Zelllinien exprimierten wie primäre naive B-Zellen IgM und IgD auf der 
Zelloberfläche. In diesem Experiment sind somit erstmalig monoklonale LCLs aus 
konventionellen, naiven B-Zellen etabliert worden. Normalerweise wird in LCLs die Latenz 
III von EBV ausgeprägt. Die gleichzeitige Expression von LMP1 und EBNA2 als Merkmal 
der Latenz III konnte auch in den drei monoklonalen N-LCLs gefunden werden (Abb. 14). 
 
3.3 Phänotypische Analyse der monoklonalen GC- und N-LCLs 
Zur Analyse des Einflusses von EBV auf B-Zellen unterschiedlicher Differenzierungsstadien 
wurden vier verschiedene Arten von monoklonalen LCLs analysiert. Zu diesen gehörten 
BCR-positive, BCR-negative und BCR-verkrüppelte GC-LCLs sowie BCR-positive N-
LCLs. Jeweils drei monoklonale Linien wurden im Folgenden auf die Ausprägung von 
ausgewählten B-Zell-spezifischen und HL-typischen Markern untersucht (Tabelle 7). Die 
Ausprägungsstärken dieser Oberflächen-Antigene in primären naiven und GC-B-Zellen sind 
zum Vergleich in den Tabellen 8 und A5 sowie in den unteren Reihen der Abb. 15 und als 
Positiv- bzw. Negativ-Kontrollen der Abb. 16 dargestellt. 
Tabelle 7: Merkmale der zur Analyse ausgewählten monoklonalen GC- und N-LCLs. 
 Zelllinie VH-Gen-
umordnungen 
Mutations-Frequenz  
(%) 
BCR- 
Funktionalität 
BCR-verkrüppelte 4-17 VH3-48 6,0 verkrüppelt 
GC-LCL 5-7-1 VH4-59 1,4 verkrüppelt 
 7-85 VH3-48 1,0 verkrüppelt 
BCR-negative 5-5-1 VH3-64 2,3 aus dem Leseraster 
GC-LCL  VH4-59 4,2 funktionell 
 5-B4 VH3-7 2,2 funktionell 
  VH4-4 2,6 aus dem Leseraster 
 6-28 VH3-21 6,7 funktionell 
BCR-positive 5-2-2 VH3-48 4,1 funktionell 
GC-LCL 5-B8 VH4-34 13,3 funktionell 
 6-16 VH1-46 2,8 aus dem Leseraster 
  VH3-30 1,5 funktionell 
BCR-positive B1-18 VH3-23 0 funktionell 
N-LCL  VH3-64 a 0 nicht- funktionell 
 B1-40 VH3-21 0 funktionell 
 B1-59 VH3-23 0 funktionell 
a nicht-funktionell, verursacht durch ein Stop-Kodon in der CDR III 
Ergebnisse 
   61
 
Zu den ausgewählten Markern gehörten die B-Zell-spezifischen Proteine CD20, CD79b, 
Pu.1, Syk und EBF, der GC- und Gedächtnis-B-Zellmarker CD27, die GC-B-Zell-
assoziierten Marker CD38, CD77, BCL-6 und AID sowie die für das HL-typischen Marker 
CD30 und GATA3. GATA3 ist ein T-Zell-spezifischer TF und wird im HL aberrant 
ausgeprägt. Viele der B-Zellmarker sind typischerweise im HL herabreguliert (Schwering et 
al., 2003). Die Ausprägung der Oberflächen-Antigene CD20, CD27, CD30, CD38, CD77 
und CD79b in den LCLs wurde im FACS analysiert. Typische Ausprägungsstärken dieser 
Marker sind für jeweils zwei LCLs sowie für primäre GC und naive B-Zellen in Abb. 15 
dargestellt. Die Ausprägung der Signalkinase SYK, der TF GATA3, BCL-6, EBF und PU.1 
und der GC-assoziierten Cytidin-Deaminase AID in den LCLs wurde durch eine Western-
Blot-Analyse untersucht (Abb. 16). 
 Der generelle B-Zellmarker CD20 wurde in fast allen untersuchten 12 LCLs 
mittelstark ausgeprägt (Tabellen 8 und A5). Die GC-LCL 5-7-1 zeigte eine leicht geringere 
und die N-LCLs B1-59 eine stärkere CD20-Expression (Abb. 15A, obere Reihe). Der 
Gedächtnis-B-Zellmarker CD27 wurde in fast allen GC-LCLs herabreguliert. Die GC-LCL 
6-28 zeigte eine mittelstarke CD27-Expression. Hingegen wurde bei der GC-LCL 5-B4 die 
Ausprägung von CD27 komplett eingestellt (Abb. 15B, obere Reihe). Erstaunlicherweise 
erwiesen sich die N-LCLs ebenfalls als schwach CD27+ (Tabellen 8 und A5). CD27 wird 
innerhalb der reifen B-Zellpopulationen nicht auf naiven B-Zellen ausgeprägt, sondern erst 
im GC hochreguliert. Es hat somit eine EBV-abhängige und GC-unabhängige Induktion des 
Gedächtnis-B-Zellmarkers stattgefunden. Eine Expression von CD30 in LCLs wurde bereits 
beschrieben (Gregory et al., 1988). Alle 12 hier untersuchten LCLs validierten diese Studie. 
Zudem konnten in 2/3 der LCLs Unterpopulationen festgestellt werden (exemplarisch 
gezeigt bei einer von zwei LCLs in Abb. 15C). Es bleibt unklar, ob diese 
Expressionsunterschiede innerhalb der monoklonalen LCLs evtl. auf eine, kürzlich für 
hämatopoetische Stammzellen beschriebene, asymmetrische Zellteilung zurück zu führen 
sind (Beckmann et al., 2007).  
 Die Expression des GC-B-Zellmarkers CD38 in LCLs wurde bereits gezeigt (Ling et 
al., 1989; Rochford et al., 1993). In vier von neun monoklonalen GC-LCLs hat die EBV-
Infektion zu einer leichten Herabregulation von CD38 geführt. Die N-LCLs zeigten wie die 
übrigen fünf GC-LCLs und ähnlich der primären GC-B-Zellen eine starke CD38-
Ausprägung (Abb. 15D und Tabelle 8 und A5). Die EBV-Infektion hat somit in naiven B-
Zellen zu einer Verstärkung der CD38-Ausprägung geführt. 
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Abb. 15: FACS-Analyse der Expression ausgewählter Oberflächen-Marker. Die oberen Reihen zeigen 
exemplarisch zwei LCLs mit verschiedenen Färbeintensitäten; A) CD20, schwarz: GC-LCL 5-7-1, grau: N-
LCL B1-59; B) CD27, schwarz: GC-LCL 5-B4, grau: GC-LCL 6-28; C) CD30, schwarz: GC-LCL 6-28, grau: 
GC-LCL 7-85 (Unterpopulationen mit schwacher und starker Expression); D) CD38, schwarz: GC-LCL 5-7-1, 
grau: GC-LCL 5-5-1; E) CD77, schwarz: GC-LCL 6-16, grau: GC-LCL 4-17; F) CD79b, schwarz: GC-LCL 5-
7-1, grau: GC-LCL 5-5-1. Die unteren Reihen zeigen die Marker-Expression in primären naiven (schwarz) und 
GC-B-Zellen (grau); die Analyse der Expression in den primären B-Zellen wurde mit einer Zwei-Farben-
Färbung durchgeführt. Hierbei wurden die naiven als CD27-negativ und die GC-B-Zellen als stark CD38-
positiv ausgewählt. Die Haarlinien zeigen die ungefärbten und die ausgefüllten Histogramme die gefärbten 
Populationen. 
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Tabelle 8: Ausprägungsstärken ausgewählter Oberflächen-Marker in monoklonalen 
LCLs und primären B-Zellpopulationen. 
 Zellen/ 
Zelllinien 
CD20 CD27 CD30  
(% der Zellen) 
CD38 CD77 CD79b 
Primäre GC-B-Zellen 
 
+++ ++ - +++ ++ ++ 
Ig-verkrüppelte 
GC-LCLs 
4-17 ++ ++ ++ ++ ++ - 
 5-7-1 
 
+ + +++ ++ - a - 
 7-85 ++ + + (34) 
+++ (66) 
+++ + - a 
 
sIg-negative 
GC-LCLs 
5-5-1 ++ + ++ (22) 
+++ (78) 
+++ + + 
 5-B4 
 
++ - +++ ++ + + 
 6-28 
 
++ ++ +++ ++ - a - 
sIg-positive 
GC-LCLs 
5-2-2 ++ + ++ (16) 
+++ (84) 
+++ - + 
 5-B8 ++ + ++ (13) 
+++ (87) 
+++ 
 
- a + 
 6-16 ++ + + (18) 
+++ (82) 
+++ 
 
- a + 
Primäre naïve B-Zellen 
 
++ -  
 
- ++ - ++ 
sIg-positive 
N-LCLs 
B1-18 ++ + ++ (11) 
+++ (89) 
+++ 
 
+ + 
 B1-40 ++ + + (63) 
++ (37) 
+++ 
 
+ + 
 B1-59 +++ + + (7) 
++ (93) 
+++ 
 
+ + 
Mittlere Fluoreszenz-Intensitäten (MFI) minus die Auto-Fluoreszenzen der individuellen Zelllinien. - MFI 
<100, + 100 <MFI <1000, ++ 1000 <MFI <10000, +++ 10000 <MFI <100000. a Die Färbung dieser Linie für 
diesen Marker zeigt eine MFI minus die Auto-Fluoreszenz zwischen 100 und 1000, jedoch ähnlich der 
entsprechenden Isotyp-Kontrolle. Die Linie ist daher für diesen Marker negativ. Die Primärdaten dieser FACS-
Färbungen sind in Tabelle A5 aufgeführt. 
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Die Aktivierung eines weiteren GC-B-Zellmarkers, CD77, in N-LCLs konnte in einer 
früheren Studie in LCLs aus unseparierten PB-B-Zellen nicht detektiert werden (Gregory et 
al., 1988). Es ist jedoch möglich, dass die LCLs in dieser Studie zum grössten Teil aus 
Gedächtnis-B-Zellen stammten (s. 3.2.1) und daher mit den monoklonalen N-LCLs in der 
vorliegenden Arbeit nicht vergleichbar sind. Die starke Herabregulation von CD77 in allen 
bis auf einer GC-LCLs hingegen bestätigte diese und eine weitere Studie (Gregory et al., 
1988; Mangeney et al., 1995) (Abb. 15E, obere Reihe). Fünf von neun GC-LCLs blieben bei 
dieser Analyse vollständig CD77- (Tabellen 8 und A5). In zwei der sechs Oberflächen-IgL- 
GC-LCLs wurde eine schwache CD79b (Igβ)-Ausprägung gefunden (Abb. 15F, obere 
Reihe). Igβ kann bis zu einem gewissen Grad auch BCR-unabhängig exprimiert werden 
(Kremyanskaya und Monroe, 2005). Die BCR-verkrüppelten und eine der sIg- GC-LCLs 
blieben Igβ-. Die übrigen LCLs zeigten eine nur schwache Igβ-Ausprägung. 
Die Ausprägung von AID in allen LCLs hat kürzlich erschienene Arbeiten bestätigt 
(Gil et al., 2007; He et al., 2003; Tobollik et al., 2006). Die Ausprägungsstärken variierten 
jedoch sehr stark in den LCLs (Abb. 16). Der GC-B-Zellmarker BCL-6 wird in keiner LCL 
exprimiert. Es ist bekannt, dass LMP1 und EBNA2 BCL-6 herabregulieren (Boccellato et 
al., 2007; Cattoretti et al., 1997). Die fehlende BCL-6-Ausprägung in den Linien ist somit 
übereinstimmend mit einer Latenz III-assoziierten Herabregulation von BCL-6. Die BCR-
Signal-vermittelnde Kinase SYK und die B-Zell-spezifischen TF PU.1 und EBF werden in 
nahezu allen LCLs ausgeprägt (Abb. 16). Eine der N-LCLs exprimiert kein SYK und scheint 
unabhängig vom BCR-Signal zu wachsen. PU.1 wird in den normalen B-Zellpopulationen 
stärker ausgeprägt und scheint durch EBV in den LCLs herabreguliert. Die Ausprägung von 
EBF schwankt in den untersuchten LCLs. Die meisten zeigen jedoch auch bei diesem TF 
eine Herabregulation der Ausprägung im Vergleich zu den primären B-Zellpopulationen. 
Eine N-LCL ist EBF-negativ. Erstaunlicherweise exprimierten acht von neun GC-LCLs den 
T-Zell-spezifischen TF GATA3 (Abb. 16). GATA3 wird im HL aberrant ausgeprägt.  
In den vier unterschiedlichen Arten von LCLs (BCR-verkrüppelte, BCR-, BCR+ GC-
LCLs und BCR+ N-LCLs) gab es bis auf die fehlende Ausprägung von Igβ in den BCR-
verkrüppelten und einer BCR- GC-LCL sowie die Aktivierung von GATA3 in 
ausschliesslich GC-LCLs keine konsistenten Unterschiede. Die Aktivierung der B-Zell-
Differenzierungsmarker CD27, CD77, CD38 und AID in den N-LCLs zeigt, dass die 
Ausprägung der Latenz III-assoziierten Genprodukte von EBV in der Lage ist, normale B-
Zell-Differenzierungsmuster umzuschreiben. Es ist daher nahezu unmöglich, die Herkunft 
der verschiedenen LCLs phänotypisch zu bestimmen. 
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Abb. 16: Western Blot Analyse der B-Zell-Differenzierungsmarker. Die Expression von β-Aktin dient als 
Ladekontrolle. Normale GC-B-Zellen dienen als Positiv-Kontrolle und normale naive B-Zellen als Negativ-
Kontrolle von AID und BCL-6. Die HL-Zelllinie L428 ist als Positiv-Kontrolle und normale GC- und naïve B-
Zellen sind als Negativ-Kontrolle der GATA3-Ausprägung gezeigt. PU.1, SYK und EBF werden durch 
normale GC- und naïve B-Zellen positiv und durch die Zervixkarzinom-Zelllinie HeLa negativ kontrolliert. 
Die sichtlich schwache Ausprägung von SYK in normalen naiven B-Zellen ist vermutlich durch das Laden von 
weniger Protein entstanden (siehe auch die β-Aktin Kontrolle). Die Pfeile verdeutlichen die für die analysierten 
Proteine jeweils negativen LCLs. Bei BCL-6 sind alle LCLs negativ. 
 
Die Herabregulation der B-Zell-spezifischen TF PU.1, EBF und BCL-6, der 
Oberflächenmarker CD27, CD77 und CD79b sowie des Differenzierungsproteins AID und 
die aberrante Ausprägung von GATA3 in den GC-LCLs weist auf eine wichtige Rolle von 
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EBV bei der Entwicklung des HRS-Phänotyps in GC-B-Zellen hin. Die Ausprägung von 
CD20 und CD38 sowie das Fehlen von BCL-6 ist zudem eine Übereinstimmung mit dem 
Expressionsmuster EBV-assoziierter PTLD-Fälle (Timms et al., 2003). 
 
3.4 Der Einfluss von EBV auf die SHM 
Während der GC-Reaktion kann AID eine genomische Instabilität initiieren, die zu einem 
erhöhten Risiko der malignen Transformation einer B-Zelle führt. Einige PTLD-Fälle zeigen 
sogar eine fortlaufende SHM-Aktivität im Tumorklon (Bräuninger et al., 2003; Capello et 
al., 2003; Timms et al., 2003). Die in dieser Arbeit etablierten monoklonalen LCLs prägen 
AID aus. Die Ausprägung des Proteins korreliert jedoch nicht immer mit der Aktivität der 
SHM. Tatsächlich wird die Induktion der SHM durch EBV kontrovers diskutiert (Gil et al., 
2007; Harris et al., 2001; Tobollik et al., 2006). Um die Frage zu klären, ob EBV auf die 
Aktivität der SHM Einfluss nimmt und dadurch evtl. die genomische Integrität der B-Zellen 
gestört werden kann, wurden 27 monoklonale LCLs, inklusive der drei N-LCLs und drei 
BCR-verkrüppelten, auf die Aktivität der SHM in vitro untersucht. Von allen LCLs wurden 
8-21 individuelle Klone von VHDHJH-PCR-Produkten auf intraklonale Sequenzunterschiede 
als Zeichen einer fortlaufenden SHM während der klonalen Expansion in Kultur analysiert.  
Insgesamt wurden 46 Mutationen in 116.372 sequenzierten bp gefunden (Tabelle 9). 
Diese Sequenzunterschiede werden innerhalb der monoklonalen LCLs nicht von allen 
Klonen geteilt, sondern stellen individuelle Punktmutationen eines PCR-Produkt-Klons zu 
der gemeinsam verwendeten Sequenz der monoklonalen LCL dar. Zur Bestimmung der 
SHM-Aktivität in individuellen LCLs wurden die jeweils gefunden Mutationen, der über 
den sequenzierten Bereich erwartete DNA-Polymerase-Fehler (siehe 2.6) sowie die 
Häufigkeit von Mutationen an der AID-Zielstruktur des WRC-Motifs in die Analyse mit 
eingeschlossen. Von den 24 GC-LCLs haben 13 die SHM-Aktivität vollständig eingestellt 
und nur vier GC-LCLs zeigen eine intraklonale Diversität, die den erwarteten DNA-
Polymerase-Fehler verlässlich, d. h. mehr als zweifach, übersteigt (Tabelle 9). In drei von 
diesen mutierenden GC-LCLs wurden einige (GC-LCL 2-31, GC-LCL 7-85) bzw. alle (GC-
LCL 6-2) Punktmutationen an der AID-Zielstruktur eingeführt. Die monoklonale N-LCL 
B1-18 zeigte ebenfalls mit 9 Mutationen, davon drei in AID-Zielstrukturen, in 8 von 21 
Sequenzen eine schwache intraklonale Diversität innerhalb des ursprünglich unmutierten N-
LCL-Klons (Tabellen 7 und 9). EBV induziert somit nicht nur AID in N-LCLs, sondern 
kann auch die SHM aktivieren und so zu Mutationen in VHDHJH-Genumlagerungen führen. 
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Tabelle 9: Analyse der SHM in monoklonalen GC- und N-LCLs. 
Zelllinie VH-Gen Mutations-Frequenz der 
gemeinsamen Mutationen (%) e
Anzahl der 
Sequenzen 
Anzahl der intraklonalen 
Sequenz-Unterschiede f 
GC-LCL 2-12 VH1-46 if 4.4 11 0 
VH3-9 if 0 10 0 GC-LCL 2-14 
VH4-39 oof 0 8 0 
GC-LCL 2-31 b VH3-7 if 1.6 19 1 x 1, 1 x 5 (1.5) 
GC-LCL 2-36 VH3-9 if 0.6 10 0 
VH1-2 nf 1.3 13 0 GC-LCL 2-50 
VH2-5 if 0.6 10 0 
GC-LCL 4-4 VH3-33 if 5.1 10 0 
VH3-23 if 3.5 11 1 x 1, 1 x 2, 1 x 3 (0.9) GC-LCL 4-8 b 
VH3-74 if 4.1 3 0 
VH3-9 if 0.5 7 0 GC-LCL 4-16 
VH4-4 oof 0.5 10 0 
GC-LCL 4-17 VH3-48 cr 6.0 16 1 x 1 
GC-LCL 4-18 VH2-5 if 2.1 8 0 
GC-LCL 4-21 VH3-9 if 6.7 9 1 x 1 
GC-LCL 4-22 VH3-33 if 2.1 15 1 x 1 
GC-LCL 4-23 VH3-15 if 5.1 9 0 
GC-LCL 4-26 VH3-23 if 0 9 0 
GC-LCL 5-12-1 c VH4-59 if 3.1 18 3 x 1 (1.5) 
GC-LCL 5-B11 c VH4-59 if 4.0 10 0 
GC-LCL 5-B3 d VH4-39 if 3.1 10 0 
GC-LCL 5-B7 d VH4-39 if 4.0 18 2 x 1 (1.6) 
GC-LCL 5-7-1 VH4-59 cr 1.4 10 1 x 1 
GC-LCL 6-2 b VH1-46 if 4.8 16 1 x 2, 2 x 1 (1.7) 
GC-LCL 6-8 VH1-8 if 2.2 10 0 
GC-LCL 6-16 VH3-30 if 1.5 9 0 
VH3-15 if 4.2 10 0 GC-LCL 6-38 
VH5-51 oof 9.0 14 1 x 1 
GC-LCL 7-85 b VH3-48 cr 1.0 16 3 x 1, 1 x 2 (2.2) 
VH3-23 if 0 21 7 x 1, 1 x 2 (2.4) N-LCL B1-18 b 
VH3-64 nf 0 6 0 
N-LCL B1-40 VH3-21 if 0 16 4 x 1 (2.0) 
N-LCL B1-59 VH3-23 if 0 14 2 x 1 (1.8) 
a Die GC-LCLs 2-12, 2-14, 2-31, 2-36 und 2-50 sind im Rahmen meiner Diplomarbeit etabliert worden; b 
Zelllinien mit mehr als zweifachem Unterschied in der Anzahl der Mutationen zu den erwarteten PCR-Fehlern; 
c verwandte Zelllinien mit 5 Nukleotid-Unterschieden; d verwandte Zelllinien mit 7 Nukleotid-Unterschieden; e 
basierend auf der direkten Sequenzierung der LCL-DNA; f Die Zahl in Klammern zeigt die individuell 
erwarteten PCR-Fehler; if entspricht im Leseraster (engl. in-frame), oof entspricht aus dem Leseraster (engl. 
out-of-frame), nf entspricht nicht funktionell, cr entspricht verkrüppelt (engl. crippled). 
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Die 16 Sequenzunterschiede in insgesamt 84.145 sequenzierten bp der 22 als nicht-
mutierend eingestuften LCLs könnten aus mehreren Gründen eher durch DNA-Polymerase-
Fehler als durch SHM eingeführt worden sein. Der erwartete DNA-Polymerase-Fehler für 
diesen sequenzierten Bereich liegt bei 25,8 und die Mutationen in den individuellen LCLs 
ähneln den individuell-errechneten DNA-Polymerase-Fehlern. Weiterhin sind nur 2 der 16 
Sequenzunterschiede innerhalb der AID-Zielstruktur, jedoch handelt es sich bei 8 von 16 
Mutationen um typische Taq-DNA-Polymerase-Fehler, wie z.B. A zu G bzw. T zu C 
Transitionen (Keohavong und Thilly, 1989). 
 
3.5 Etablierung einer Methode zur Aufreinigung EBV+ B-Zellen aus dem PB gesunder 
Blutspender 
Zur Aufklärung der Frage, warum ein normalerweise harmloses Virus in seltenen Fällen die 
Entwicklung von B-Zell-Lymphomen fördert, ist es essentiell den normalen Lebenszyklus 
und die Etablierung der Persistenz von EBV zu verstehen. Da die EBV-assoziierten B-Zell-
Lymphome aus GC-B-Zellen stammen, ist u.a. die Interaktion von EBV mit der GC-
Reaktion der B-Zellen von grosser Bedeutung. Diese Interaktion und damit verbunden auch 
der zelluläre Ursprung der EBV+ Zellen in der Persistenz werden kontrovers diskutiert. Es 
wird einerseits angenommen, dass EBV zur Etablierung der viralen Persistenz die normalen 
B-Zell-Differenzierungsstadien ausnutzt (Thorley-Lawson, 2005). Andererseits wurde 
gezeigt, dass EBV-positive B-Zellen nur selten im GC zu finden sind, und dass tonsilläre 
EBV-infizierte B-Zellen während der IM nicht an einer normalen GC-Reaktion teilnehmen 
(Araujo et al., 1999; Kobayashi et al., 1998; Kurth et al., 2003; Kurth et al., 2000). Die latent 
EBV-infizierten Zellen im PB konnten durch ihre Seltenheit von 1-10 in 106 B-Zellen noch 
nie direkt analysiert werden. Bisherige Untersuchungen dieser Zellen beschränkten sich 
daher ausschliesslich entweder auf eine Analyse der latenten EBV-Transkripte nach FACS-
Sortierungen von PB-B-Zellen und LD dieser Zellen oder auf die Isolierung EBV+ PB-B-
Zellen von IM-Patienten, die eine erhöhte Frequenz EBV+ Zellen (bis zu 50% der 
Gedächtnis-B-Zellen) im Blut aufweisen (Babcock et al., 1998; Souza et al., 2005). Die 
Entwicklung einer verlässlichen Methode zur Einzelzell-Isolierung und direkten DNA-
Analyse der seltenen EBV+ B-Zellen von gesunden Blutspendern gibt möglicherweise 
detaillierte Hinweise auf die offenen Fragen der viralen Persistenz-Entwicklung.  
 Die Isolierung der EBV+ B-Zellen erfolgte zunächst aus BC-Spenden (Tabelle 10) 
und später aus 500 ml Vollblutspenden eines gesunden und bekannten Blutspenders, so dass 
ggf. zu einem späteren Zeitpunkt von dem gleichen Spender erneute Blutproben genommen 
werden können. Die Detektion der EBV+ B-Zellen findet über eine EBER-ISH statt, da die 
Ergebnisse 
   69
EBER-Transkripte mit bis zu 107 Molekülen pro Zelle in jeder EBV-infizierten B-Zelle zu 
finden sind (Khan et al., 1992). Die B-Zellen wurden über eine CD19-MACS-Isolierung 
aufgereinigt. Die isolierten B-Zellen wurden dann in Suspension mit 4% PFA/5% Essigsäure 
in PBS, u.a. zum Lösen der EBER-Sekundärstrukturen, fixiert. Die EBER-ISH erfolgte mit 
einer FITC-markierten Sonde in Suspension. Die Zellen wurden nach der ISH auf 
Objektträgern ausgestrichen und getrocknet. Zur Erleichterung der Detektion und Isolierung 
positiver Zellen wurde die Sonde mit einer a-FITC-AP-Färbung und FastRed-Entwicklung 
sichtbar gemacht. Einzelzellen wurden anschließend mittels Mikrodissektion isoliert und mit 
einer Zwei-Runden-PCR analysiert. Es wurden in der zweiten Runde der PCR nur Zellen auf 
VH-/VL-Genverbindungen analysiert, die zur Validierung der EBV-Infektion in der zweiten 
Runde der EBNA1-PCR im Vorfeld ein Produkt gezeigt haben.  
 Die Einzelzell-Analyse hydraulisch- und Laser-isolierter EBV+ B-Zellen beinhaltet 
die Gefahr, dass evtl. nicht-gefärbte Zellen und Zellfragmente mit den EBV+ Zellen 
gemeinsam isoliert werden. Eine mögliche positive V-Gen-PCR aus der DNA dieser nicht-
gefärbten, EBV- Zellfragmente verfälscht die Ergebnisse. Als Kontrolle und zur 
Abschätzung der evtl. Kontaminationsfrequenz der isolierten EBV+ B-Zellen mit EBV- B-
Zell-DNA wurden daher EBV+ Zellen eines Zellgemisches monoklonaler EBV+ und EBV- 
Zelllinien mit bekannten VHDHJH-Genumlagerungen auf die gleiche Weise isoliert und 
analysiert. Die EBV+ GC-LCL 5-7-1 (VH4-Genverbindung) wurde zu diesem Zweck mit der 
EBV- BL41 (VH3-Genverbindung) in einem Verhältnis von 1:105 gemischt, um eine der 
natürlichen EBV-Persistenz ähnelnde Frequenz EBV+ unter EBV- Zellen zu simulieren.  
 
3.5.1 Protokoll-Varianten 
Fixierung: 
Die EBER-Genprodukte liegen hauptsächlich als Sekundärstrukturen mit teilweise 
komplementär-gepaarten Basenpaarungen vor. Die 5% Essigsäure im Fixierungspuffer 
sorgen dafür, dass diese Sekundärstrukturen aufgelöst werden und die EBER-Sonde im 
nächsten Schritt die Möglichkeit hat mit den EBER-Transkripten zu hybridisieren. Eine 
Fixierung mit Essigsäure erhöht jedoch auch die Wahrscheinlichkeit eines Säure-bedingten 
Basenverlustes auf der DNA und die Effizienz der Einzelzell-PCR verringert sich. Es war 
daher wichtig, die kürzeste Fixierungszeit zu finden, die zum Auflösen einer 
detektionsfähigen Anzahl der EBER-Sekundärstrukturen führt, jedoch die Effizienz der 
Einzelzell-PCR nicht zu stark beeinträchtigt. Die Fixierungszeit wurde von 20 Min. bei den 
ersten zwei Spendern auf 12 Min. ab dem 3. Spender verringert. Zusätzlich wurde der 
Fixierungspuffer über zwei Waschschritte anstelle von einem aus den Zellen gewaschen. 
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Zwei-Runden-PCR: 
Bei den ersten zwei Spendern wurden bei der Zwei-Runden-PCR die VHL- und VL-Primer in 
Kombination mit den entsprechenden J-Primern sowie zur Validierung der EBV-Infektion 
die EBNA1-Primer verwendet (Tabelle 10 und A1). Bei diesen isolierten Zellen lag die 
EBNA1-PCR-Effizienz zunächst bei ca. 50% und verringerte sich auf 25-30% während der 
Lagerungszeit vermutlich durch DNA-Degradierung. Frisch-isolierte Zellen vom Spender C 
zeigten wieder eine EBNA1-PCR-Effizienz von ca. 50%. Die aufwendige Zellisolierung und 
-analyse verursacht eine relativ lange Lagerungszeit der übrigen Objektträger bei RT. Ein 
Einfrieren der Objektträger erhöht das Risiko, dass Zellen aufplatzen und DNA über den 
Objektträger verteilt wird. Um die PCR-Effizienz möglichst stabil zu halten, wurden bei 
Spender 3 die VHL-Primer durch VH-FR I-Primer ausgetauscht. Die VH-FR I-Primer ergeben 
ein um 200 bp kürzeres PCR-Produkt. Ein kürzeres PCR-Produkt erhöht die Chance ein 
intaktes VH-Fragment, ohne Basenverluste durch die Säure-Fixierung der Zellen oder eine 
längere Lagerung der Objektträger, amplifizieren zu können. Die Effizienz der V-Gen-PCR 
der EBNA1-PCR-positiven Zellen hat sich dadurch bei Spender C verdoppelt. 
 
Mikrodissektion: 
Bei der hydraulischen Mikrodissektion wurden die positiven Zellen mit Tris-Puffer bedeckt 
und durch angeschliffene Glaskapillaren aufgesogen. Von den Objektträgern der ersten zwei 
Spender wurden Zellen über einen Zeitraum von 6 Monaten isoliert und die Objektträger in 
dieser Zeit bei RT gelagert. Die Zellen waren daher fest angetrocknet und die isolierten 
Puffer-Kontrollen blieben mit je einer Ausnahme in der PCR negativ (Tabelle 10). Bei 
diesen zwei positiven Pufferkontrollen der Spender A und B handelte es sich um eine Vκ- 
bzw. eine Vλ-Genverbindung. Die Vλ-positive Pufferkontrolle von Spender B war zudem 
EBNA1-PCR-positiv, was evtl. auf eine sporadische PCR-Produkt-Kontamination 
zurückzuführen ist. Bei Spender C war keine der 29 Pufferproben der hydraulischen-
Mikrodissektion EBNA1-, VH- oder VL-PCR-positiv. Weitere Versuche der Isolierung EBV+ 
Zellen dieses Spenders führten jedoch regelmässig zu ein bis zwei V-Gen-PCR-positiven 
Pufferkontrollen. Um die Gefahr von kontaminierenden Zellen bzw. Zellfragmenten im 
Puffer zu umgehen und um eine möglichst hohe EBNA1- und V-Gen-PCR-Effizienz zu 
erreichen, wurden die Zellen bei einer weiteren Blutspende des Spenders C auf Membran-
Objektträgern ausgestrichen und trocken mittels eines PALM-Laser-Mikromanipulators aus 
der Membran geschnitten und in die Reaktionsgefässe katapultiert (Abb. 17A-C). Parallel zu 
den fünf Laser-mikrodissektierten EBV+ Zellen des Spenders C wurden 10 
Membrankontrollen isoliert (Tabelle 10 und Abb. 17F). Keine dieser 10 Kontrollen ergab 
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ein EBNA1-, VH- oder VL-PCR-Produkt. Die Probleme abschwimmender Zellfragmente bei 
der hydraulischen Mikromanipulation scheinen somit durch die Anwendung der PALM-
Laser-Mikromanipulation erfolgreich umgangen zu werden. Die EBNA1-PCR-Effizienz lag 
in diesem Experiment bei 28% und die V-Gen-PCR-Effizienz bei 62,5%. 
 A      B       C 
       
D      E       F 
       
Abb. 17: Isolierung EBER+ B-Zellen mittels Laser-Mikrodissektion. A-C) EBER+ Zelle vor der Isolierung 
(A, B) und nach der Isolierung (C); D und E) EBER+ Zelle, die im Zellkomplex mit EBER- Zellen liegt und aus 
diesem Grund verworfen wurde; F) Beispiel für die Auswahl einer Membran-Kontrolle; A und D) Blick durch 
den Diffusor des Mikromanipulators; B, C, E und F) Blick durch den Deckel des Reaktionsgefässes; 
Zellkonturen sind durch den Deckel leichter zu erkennen. Im Hintergrund sind die für Membran-Objektträger 
typischen kleinen Blasen zu sehen. 
 
Von 28 hydraulisch-isolierten EBV+ Kontrollzellen der GC-LCL 5-7-1 in einem EBV- 
BL41-Zellgemisch von 1:105 waren in der PCR-Analyse 7 Zellen (25%) EBNA1+. Drei der 
Zellen ergaben zudem ein korrektes VH4-Genprodukt. Fünf der 28 isolierten Zellen zeigten 
das falsche VH3-Genprodukt der EBV- BL41. Jedoch keine dieser fünf Zellen war EBNA1-
PCR+. Dieses Ergebnis spricht eher dafür, dass fälschlicherweise auch Färbeartefakte isoliert 
wurden, als dafür, dass EBV- Zellen in Kombination mit EBV+ Zellen mikromanipuliert 
wurden. Bei der Laser-Mikromanipulation waren 16 (23%) von 70 isolierten Kontrollzellen 
EBNA1-PCR+. Alle 16 Zellen ergaben auch das korrekte VH4-Genprodukt der GC-LCL 5-7-
1. Zwei dieser 16 Zellen zeigten jedoch zusätzlich das VH3-Genprodukt der BL41. Dies 
deutet darauf hin, dass in diesen zwei Proben Zellfragmente der BL41 mit einer EBV+ Zelle 
aus der Membran isoliert wurden, und unterstreicht die Wichtigkeit und Sensitivität dieses 
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Kontrollexperimentes. Es werden zukünftig nur EBV+ Zellen mikromanipuliert, die frei von 
EBV- Zellen auf der Objektträgermembran vorliegen (Abb. 17D, E). 
 
Tabelle 10: Charakterisierung EBER+/EBNA1-PCR+ PB-B-Zellen von drei gesunden 
Virus-Trägern. 
Spender Anzahl der  
EBER+/EBNA1-PCR+ 
PB-B-Zellen 
Mutationsstatus Auffälligkeiten 
der EBV+ Zellen 
6 x unmutiert 
13 x mutiert 
A a 24 c 
5 x undefiniert e 
 
3 x unmutiert 
16 x mutiert 
B a 22 c 
3 x undefiniert e 
2 Klone mit jeweils 4 
Mitgliedern 
1 x unmutiert 
15 x mutiert 
C b 19 d 
3 x undefiniert e 
1 Zelle mit einer BCR-
verkrüppelnden Mutation 
a Die Zellen stammen aus einem BC eines unbekannten Spenders; b Die Zellen stammen aus einer 
Vollblutspende eines bekannten Spenders; c Hydraulisch-mikrodissektierte Zellen; d Hydraulisch- und Laser-
mikrodissektierte Zellen; e Diese Zellen tragen unmutierte Vκ-Genverbindungen. In λ-exprimierenden Zellen 
wird die Ausprägung der vorher rearrangierten κ-Genumordnungen häufig durch die Rekombination des κ-
deletierenden Elementes abgeschaltet (Bräuninger et al., 2001). Die Vκ-Genverbindungen sind dann entweder 
deletiert oder nehmen durch eine fehlende Transkription an der SHM der Zelle nicht mehr teil. Eine Aussage 
über den Mutationsstatus der Zellen mit unmutierten Vκ-Genverbindungen ist daher nicht möglich. 
 
3.5.2 Charakterisierung EBV+ B-Zellen aus dem PB drei gesunder Spender 
Die Analyse der ersten EBV+ Zellen von drei Spendern zeigte, dass die aufwendige 
Isolierungs-Methode funktioniert. Insgesamt waren bei den Spendern A-C 100 von 217 
(46%), 75 von 193 (39%) bzw. 35 von 106 (33%) isolierten Zellen EBNA1-PCR+. Die 
Untersuchung dieser EBNA1-PCR-positiven Zellen führte zu 24 (24%), 22 (29%) bzw. 19 
(54%) Zellen mit VH- bzw. VL-Genverbindungen. In allen drei Spendern wurden sowohl 
mutierte als auch unmutierte V-Genverbindungen gefunden (Tabelle 10). Erstaunlicherweise 
waren bei Spender B zweimal je vier Zellen klonal verwandt. Dies weist auf eine klonale 
Expansion EBV-infizierter B-Zellen hin und deutet an, dass das Reservoir von EBV 
möglicherweise oligoklonal ist. Bei Spender C wurde eine Zelle mit einer BCR-destruktiven 
Punktmutation in einer ursprünglich funktionellen VHDHJH-Genverbindung gefunden. Dies 
könnte bedeuten, dass EBV in der Lage ist, in vivo prä-apoptotische GC-B-Zellen gesunder 
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Menschen zu retten und ihr Überleben in der Peripherie zu ermöglichen. Das zweite Allel 
dieser Zelle wurde nicht amplifiziert. Die Wahrscheinlichkeit, dass diese Zelle eine zweite 
funktionelle VHDHJH-Genverbindung besitzt, ist sehr gering, aber nicht auszuschließen. Die 
Isolierung und Analyse weiterer EBV+ Zellen von Spender C sowie von neuen Spendern ist 
zur Validierung dieser ersten Ergebnisse essentiell. 
 
Spendersuche:  
Die Frequenz EBV+ B-Zellen im PB liegt zwischen 1-10 in 1 x 106 B-Zellen. Bei der 
Isolierung dieser seltenen EBV+ Zellen ist ein Faktor 10 Unterschied in der Frequenz 
ausschlaggebend für eine erfolgreiche Aufreinigung mit möglichst wenig Färbeartefakten 
und einer hohen Zellausbeute. Die Aufreinigung EBV+ Zellen von weiteren Blutspendern 
ergab, dass die Frequenz EBV+ Zellen bei den meisten Spendern eher am unteren Limit des 
Frequenz-Spektrums lag. Eine effiziente Isolierung der Zellen war bei diesen Spendern nicht 
möglich. Um Spender zu identifizieren, die 5-10 EBV+ Zellen in 1 x 106 B-Zellen tragen, 
wurde eine LD von PB-B-Zellen in Verbindung mit einer Endpunkt-PCR von zehn 
bekannten Blutspendern durchgeführt (Tabelle 11). Diese LD-Endpunkt-PCR führt zu 
statistisch-untermauerten individuellen Frequenzen EBV+ B-Zellen im PB.  
 
Tabelle 11: Anteil der EBV-PCR-negativen Proben pro Zellverdünnung in 9 
Blutspendern. 
Zellzahl 
 
1 
 
2 
 
3 
 
4 
 
5 
 
6 
 
7 
 
8 
 
9 
 
1+ Zelle a
 
5 x 104 
 
 na 
 
0,4 
 
0,6 
 
 na 
 
 na 
 
na 
 
0,9 
 
na 
 
na 
 
0,37 
 
1 x 105 
 
0,9 
 
0,7 
 
0,7 
 
0,8 
 
0,8 
 
1 
 
0,8 
 
1 
 
1 
 
0,37 
 
2 x 105 
 
0,9 
 
0,1 
 
0,3 
 
0,9 
 
0,9 
 
0,9 
 
0,9 
 
1 
 
0,9 
 
0,37 
 
5 x 105 
 
0,6 
 
0 b 
 
0 b 
 
0,7 
 
0,5 
 
0,4 
 
0,1 
 
0,8 
 
1 
 
0,37 
 
a Diese Spalte gibt den statistischen Wert an, bei dem 1 Zelle der Zellproben EBV-positiv ist. Die Gerade der 
Werte dieser Spalte schneidet in Abb. 18 die Geraden der Spender bei genau der Zellzahl mit 1 EBV+ Zelle; b 
bei den Spendern 2 und 3 waren alle 5 x 105 Zellproben positiv. Da der ln von 0 nicht definiert ist, tauchen 
diese Zellproben in der Abb. 18 nicht auf; na steht für nicht analysiert. 
 
Bei einem der zehn Blutspender konnte keine EBV-Infektion nachgewiesen werden. Tabelle 
11 zeigt den Probenanteil pro Zellverdünnung, der bei der EBV-PCR negativ geblieben ist. 
Ein negativer Probenanteil von 0,37 gibt die Zellverdünnung an, in der sich statistisch 1 
EBV+ Zelle befindet (Babcock et al., 1998). Durch die Trendlinie der negativen 
Zellfraktionen von neun Spendern in der semi-logarithmischen Darstellung in Abb. 18 lässt 
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sich die individuelle Frequenz EBV+ Zellen direkt ablesen. Die Spender 2, 3 und 7 zeigen 
eine hohe Frequenz von 1 EBV+ Zelle in 1 x 105, 2 x 105 bzw. 2,8 x 105 B-Zellen. Bei den 
übrigen Spendern lag die Frequenz zwischen 1 EBV+ Zelle in 5,4 x 105 bis 1 EBV+ Zelle in 
ca. 1,2 x 106 B-Zellen oder sogar niedriger (Abb. 18). 
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Abb. 18: Graphische Darstellung der EBV-Frequenzen in PB-B-Zellen neun gesunder Blutspender. 
Dargestellt sind die jeweiligen ln-Werte der EBV-PCR-negativen Fraktion unterschiedlicher Zellverdünnungen 
von neun EBV+ Spendern (siehe auch Tabelle 11). Die horizontale rote Linie gibt den statistischen ln-Wert von 
einer EBV+ Zelle pro B-Zellverdünnung an. 
Die Seltenheit der EBV-infizierten B-Zellen sowie die komplexe Anreicherung und 
Detektion dieser Zellen erfordert einen hohen Verbrauch an teuren EBER-Sonden sowie 
eine hohe Ausgangs-Zellzahl. Aus diesen Gründen wurde die kommerziell erhältliche 
EBER-Sonde durch ein, mittels IVT der zwei EBER-Gene, selbst-hergestelltes EBER-
Sonden-Gemisch („Anti-sense“ RNA EBER1/-2) ersetzt. Die Funktion dieser EBER-Sonde 
wurde mit einer EBV+ GC-LCLs und einer EBV- BL-Zelllinie sowie mit den „Sense“-
Kontrollen der IVT kontrolliert. Die EBER-Sonde funktioniert hoch-spezifisch und kann in 
Folge-Experimenten angewendet werden. In Zukunft werden zudem die B-Zellen über eine 
Leukapherese bei den drei ausgewählten Spendern 2, 3 und 7 isoliert. Eine Leukapherese 
führt zu einer zehnfach höheren B-Zellausbeute sowie zu einer geringeren Belastung der 
freiwilligen Spender, da es im Gegensatz zu einer normalen Blutspende zu keinem Verlust 
der wichtigen Blutbestandteile wie Thrombozyten, Erythrozyten, Granulozyten sowie des 
Blutplasmas kommt. Die Aufreinigung einzelner EBV+ Zellen aus dem PB kann mit der hier 
vorgestellten Methode verlässlich durchgeführt werden. Erste Ergebnisse (Tabelle 10) 
zeigen, dass eine DNA-Analyse per PCR nach der aufwendigen Isolierungs-Methode noch 
möglich ist und erstmals detaillierte Informationen über bisher nur unzureichend 
beschriebene seltene Zellpopulationen liefern kann. 
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4. Diskussion 
4.1 Rettung BCR-loser GC-B-Zellen durch EBV demonstriert erstmals die essentielle 
Funktion des Virus in der frühen HL- und PTLD-Pathogenese 
In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass EBV humane GC-B-Zellen 
in vitro in stabile, langlebige Zelllinien transformieren kann. Es konnten u.a. GC-B-Zellen 
transformiert werden, die bereits in vivo die Fähigkeit zur Ausprägung eines BCR verloren 
hatten. Diese GC-B-Zellen mit BCR-destruktiven Mutationen in ursprünglich funktionellen 
VHDHJH-Genumlagerungen wären normalerweise durch ein fehlendes BCR-Signal in vivo in 
die Apoptose gegangen (Kraus et al., 2004; Lam et al., 1997). Frühere Studien haben 
gezeigt, dass die LMP2A-Transgen-Ausprägung in der Maus BCR-losen Vorläufer-B-Zellen 
ein Überleben in der Peripherie ermöglicht (Caldwell et al., 1998; Casola et al., 2004). Diese 
Erkenntnis wird hier dadurch ergänzt, dass die Infektion mit EBV nicht nur humane BCR-
positive GC-B-Zellen, sondern auch BCR-lose und damit bereits in vivo prä-apoptotische 
GC-B-Zellen vor der Apoptose retten kann. 
  Von den 103 monoklonalen GC-LCLs wurden 46 als Oberflächen-Ig-negativ 
identifiziert. Drei dieser 46 GC-LCLs zeigten eindeutig BCR-verkrüppelnde Mutationen. 
Eine zusätzliche GC-LCL wies eine Aminosäure-Austausch-Mutation eines konservierten 
Cysteins auf. Dieses Cystein wird im AK-Molekül zur Bildung einer intramolekularen 
Disulfid-Brücke in der VH-Region verwendet (Edelman, 1991). Frühe biochemische 
Analysen von AK-Molekülen weisen daraufhin, dass die Disulfid-Brücken der AK für die 
Antigen-Affinität des Moleküls nahezu entbehrlich sind (Grossberg et al., 1962; Roholt et 
al., 1964). Die hohe Konservierung dieses Cysteins hingegen deutet auf eine eher essentielle 
Funktion im AK-Molekül hin. Ein Vergleich von 69 Labor-internen, funktionellen VH-
Sequenzen von selektierten IgG+ Gedächtnis-B-Zellen und IgG+ Plasmazellen (erhältlich 
innerhalb der EMBL Zugangs-Nr. FM206587-207028) hat die Konservierung dieser 
Aminsosäure ausnahmslos bestätigt. Es bleibt somit unklar, ob die Mutation von Cystein zu 
Threonin die korrekte Faltung des AK-Moleküls in vivo verhindert und für die BCR-
Negativität dieser Zelllinie verantwortlich ist. 
Die quantitative RT-PCR-Analyse der Ig-Transkripte in acht sIg- und drei sIg+ GC-
LCLs hat gezeigt, dass in den übrigen 42 Ig- GC-LCLs der Verlust der BCR-Ausprägung 
vermutlich nicht auf transkriptioneller Ebene zu suchen ist. In diesen Zelllinien könnten 
hingegen Austausch-Mutationen an nicht-konservierten Aminosäuren ebenfalls zu Defekten 
bei der korrekten Faltung oder Paarung der IgH- und IgL-AK-Ketten geführt haben. Zudem 
könnten auch post-transkriptionelle Regulationsmechanismen die Ausprägung eines BCR 
auf der Zelloberfläche verhindern. Ein starkes LMP2A-Signal kann z.B. in der Maus für eine 
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Inhibition der BCR-Ausprägung sorgen (Casola et al., 2004). Zudem hat eine aktuelle Studie 
gezeigt, dass in LCLs über einen längeren Zeitraum in Kultur die Expression von LMP2A 
nicht nur den BCR ersetzen kann, sondern die LCLs sogar unabhängig ihres BCR-Zustandes 
vom LMP2A-Signal abhängig werden (Mancao und Hammerschmidt, 2007). 
Im klassischen HL und in einigen Fällen von PTLD entstehen die Tumorzellen 
vermutlich aus prä-apoptotischen GC-B-Zellen, die im Verlauf der GC-Reaktion nachteilige 
bzw. BCR-zerstörerische Mutationen erhalten haben (Küppers, 2003). Unter normalen 
Umständen sterben BCR-lose B-Zellen durch Apoptose (Kraus et al., 2004; Lam et al., 
1997). Die in dieser Arbeit gezeigte Rettung BCR-loser GC-B-Zellen vor der Apoptose 
durch EBV demonstriert eine essentielle Funktion des Virus in der frühen HL- und PTLD-
Pathogenese. Die Wichtigkeit der EBV-Infektion zeigt sich zudem darin, dass obwohl nur 
ca. 40% der HL-Fälle EBV-positiv sind, alle Fälle mit BCR-verkrüppelnden Mutationen das 
Virus tragen (Bräuninger et al., 2006). Eine Ausnahme bildet evtl. die EBV- HRS-Zelllinie 
L1236, bei der jedoch die Mutationen nicht eindeutig BCR-destruktiv sind (Bräuninger et 
al., 2006; Jox et al., 1999). Zudem sind alle PTLD-Fälle mit BCR-verkrüppelnden 
Mutationen EBV-positiv (Bräuninger et al., 2003; Capello et al., 2003; Timms et al., 2003). 
In einer aktuellen Studie wurden auch in drei Fällen von EBV+ DLBCL in HIV-Patienten 
BCR-destruktive Mutationen in ursprünglich funktionellen V-Genumordnungen gefunden 
(Capello et al., 2008). Basierend auf diesen Erkenntnissen sowie auf den Ergebnissen dieser 
Arbeit und zwei gleichzeitigen Studien können Lymphom-Vorläuferzellen mit BCR-
verkrüppelnden Mutationen nur dann überleben und zu einem malignen Tumor 
transformieren, wenn die Vorläuferzellen auch EBV-positiv sind (Bräuninger et al., 2006; 
Chaganti et al., 2005; Mancao et al., 2005). Im Einklang mit diesen Erkenntnissen wird der 
„BCR-Ersatz“ LMP2A in EBV-positiven HL- und PTLD-Fällen sowie in den etablierten 
LCLs (Abb. 10) ausgeprägt (Küppers, 2003; Niedobitek et al., 1997b). Im HL sind jedoch 
die Signal-sendenden Kinasen und Adaptor-Moleküle des BCR-Signalweges weitestgehend 
herabreguliert, so dass ein typisches LMP2A-Signal im etablierten Tumorklon vermutlich 
nicht mehr stattfinden kann (Schwering et al., 2003). Die Rolle von EBV bezieht sich somit 
vorwiegend auf die frühe Pathogenese des HL, in der die B-Zellsignatur noch ausgeprägt 
wurde. Alternativ könnte LMP2A in etablierten EBV+ HRS-Zellen auch andere evtl. 
aberrant ausgeprägte Kinasen aktivieren und auf diesem Weg ein Signal senden. Eine 
Aktivierung von z.B. T-Zell-Rezeptor-Tyrosinkinasen durch LMP2A ist in der Tat 
beschrieben (Ingham et al., 2005). 
Die Rettung prä-apoptotischer GC-B-Zellen durch LMP2A wird in den GC-LCLs 
sowie in der frühen HL-Pathogenese vermutlich durch die Ausprägung von LMP1 
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unterstützt. LMP1 sendet, ähnlich eines konstitutiv-aktivierten CD40R, wichtige 
Überlebenssignale und ist in EBV+ HL-Fällen vorraussichtlich an der charakteristischen NF-
κB-Überexpression beteiligt (Cahir McFarland et al., 1999; Gires et al., 1997; Kilger et al., 
1998). Aktuelle Studien unserer Gruppe zeigten, dass die konstitutive NF-κB-Ausprägung in 
EBV-negativen HL-Fällen, neben den Mutationen in den IκBα- und IκBε-Genen und den c-
rel-Amplifikationen, wahrscheinlich in den meisten Fällen durch Protein-inaktivierende 
Mutationen im NF-κB-regulierenden Tumor-Suppressorgen A20 hervorgerufen wird 
(Cabannes et al., 1999; Emmerich et al., 1999; Emmerich et al., 2003; Jungnickel et al., 
2000; Martin-Subero et al., 2002; Schmitz et al., Manuskript eingereicht). In einem Grossteil 
der analysierten Fälle sind beide A20 Allele inaktiviert. Im Gegensatz zu den EBV-
negativen konnten in nur zwei von elf EBV-positiven HL-Fällen A20-Mutationen gefunden 
werden. In diesen Fällen handelt es sich jedoch lediglich um Aminosäure-Austausch-
Mutationen (Schmitz et al., Manuskript eingereicht). A20-inaktivierende Mutationen in 
ausschliesslich EBV-negativen HL-Fällen scheinen die transformierende und NF-κB-
aktivierende Funktion von LMP1 in den EBV+ Fällen einzunehmen und unterstreichen somit 
die essentielle Rolle von EBV bei der Entstehung von EBV+ HL.  
Es bleibt offen, welche transformierenden Ereignisse in den EBV- HL-Fällen mit 
intakten A20, IκBα und IκBε zu der konstitutiven NF-κB-Aktivität geführt haben. Ein 
mögliches Kandidatengen, das inaktiviert zu einer verstärkten NF-κB-Aktivierung führen 
kann, wäre evtl. Itch. Interessanterweise reguliert Itch den proteasomalen Abbau von Notch1 
und ist für die NF-κB-inhibierende Funktion von A20 essentiell (Qiu et al., 2000; Shembade 
et al., 2008). Es wird zudem diskutiert, dass im EBV+ HL bestimmte LMP1-Varianten für 
ein zusätzliches onkogenes Potential sorgen können (Knecht et al., 1993). Darüberhinaus 
könnte die LMP2A-Ausprägung die LMP1-verursachte, konstitutive Aktivierung von NF-
κB in HRS-Vorläuferzellen unterstützen (Guasparri et al., 2008; Swanson-Mungerson et al., 
2005). Das LMP2A-Signal kann in der Maus über die Nedd4 Ubiquitin E3 Ligase Itchy 
negativ reguliert werden (Ikeda et al., 2003). Es wäre somit ebenfalls interessant zu sehen, 
ob evtl. in EBV+ HL-Fällen ein nicht-funktionelles Itch Protein, das humane Homolog von 
Itchy, an einer aberranten Verstärkung des LMP2A- und somit des NF-κB-Signals beteiligt 
ist. Dies würde Einblicke in die bislang ungeklärte Frage liefern, warum EBV in gesunden 
Menschen als ein eher harmloses Virus in den B-Zellen persistiert, jedoch in einigen 
seltenen Fällen B-Zell-Lymphome auslösen kann. Ein starkes LMP2A-Signal kann zudem 
zu einer für das HL-typischen Inhibition der BCR-Ausprägung führen (Casola et al., 2004). 
Ein nicht-funktionelles Itch könnte somit die HL-typische aberrante Notch1-Ausprägung 
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unterstützen und in den EBV- HL-Fällen mit intakten A20 und IκBα evtl. analog eines evtl. 
deregulierten LMP2A-Signals in den EBV+ Fällen zu der HL-charakteristischen NF-κB-
Überexpression führen. 
Die Rolle von EBV bei der Rettung prä-apoptotischer GC-B-Zellen vor der Apoptose 
wurde in der vorliegenden Arbeit durch die EBV-Transformation von prä-apoptotischen 
GC-B-Zellen aus humanen Tonsillen erfolgreich demonstriert. Eine essentielle Funktion bei 
der Rettung dieser Zellen vor der Apoptose spielen hierbei LMP2A und das NF-κB-
aktivierende LMP1. Die Etablierung von BCR-verkrüppelten GC-LCLs deutet darauf hin, 
dass EBV auch in vivo für die Rettung und somit für die Transformation dieser prä-
apoptotischen GC-B-Zellen verantwortlich sein kann und unterstreicht somit die wesentliche 
Funktion der EBV-Infektion in der frühen HL- und PTLD-Pathogenese hin. 
 
4.2 Einfluss von EBV auf GC- und naive B-Zellen 
Die Interaktion von EBV mit GC-B-Zellen wird kontrovers diskutiert und es ist bislang 
ungeklärt, ob eine direkte Infektion von GC-B-Zellen innerhalb der viralen Persistenz-
Entwicklung üblich ist oder eher eine Ausnahme darstellt. Die Analyse EBV-induzierter 
Veränderungen in der Genexpression von GC-B-Zellen nach Infektion in vitro liefert daher 
wichtige Hinweise auf die normale Interaktion von EBV mit GC-B-Zellen. Bisherige 
Analysen der EBV-induzierten Genexpressions-Veränderungen beschränkten sich auf 
Vergleiche von EBV- und EBV+ BL-Zelllinien und LCLs oder auf den Einfluss von nur 
einzelnen EBV-kodierten Proteinen (Baran-Marszak et al., 2002; Carter et al., 2002; Portis 
et al., 2003; Schlee et al., 2004; Vockerodt et al., 2008; Zhao et al., 2006). In der 
vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des vollständigen EBV auf normale GC-B-Zellen 
mit unterschiedlichen BCR-Zuständen untersucht. Um den speziellen Einfluss von EBV auf 
vorhandene Genexpressions-Muster verschiedener B-Zellpopulationen zu analysieren, 
wurden zudem naive B-Zellen mit EBV infiziert.  
Die EBV-Transformation naiver B-Zellen in vitro in langlebige LCLs stellte sich als 
unerwartet schwierig heraus. Erste Versuche der Etablierung von N-LCLs führten zum 
Auswachsen von Zellklonen mit mutierten V-Genen und deuteten auf ein bevorzugtes 
Auswachsen seltener, die naive B-Zellkultur-kontaminierender Gedächtnis-B-Zellen hin. 
Nur unter sehr stringenten Isolierungs-Bedingungen in Form von mehreren konsekutiven 
MACS-Färbungen und MACS-Säulenläufen konnten naive B-Zellen isoliert und erstmalig 
monoklonale LCLs von konventionellen naiven B-Zellen mit unmutierten V-Genen etabliert 
werden. Die monoklonalen GC- und N-LCLs wurden auf die Ausprägung von B-Zell-
Markern und speziell von B-Zell-Differenzierungsmarkern analysiert.  
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Es wird vermutet, dass EBV in vivo zuerst naive B-Zellen infiziert und dort eine 
Latenz III exprimiert. Latenz III-aktivierte B-Zellen differenzierten dann weiter in GC- und 
schliesslich in Gedächtnis-B-Zellen, in denen eine Latenz II bzw. eine Latenz 0 exprimiert 
würden. In den Gedächtnis-B-Zellen werden somit keine immunogenen EBV-Proteine mehr 
exprimiert (Thorley-Lawson, 2005). Hingegen haben Einzelzell-Analysen von IM-Tonsillen 
gezeigt, dass EBV-infizierte B-Zellen zwar, wie für GC-B-Zellen typisch, klonal 
expandieren, jedoch keine SHM in diesen Zellen mehr stattfindet (Kurth et al., 2000). EBV-
infizierte B-Zellen in der IM nehmen somit nicht mehr an einer normalen GC-Reaktion teil. 
Zudem wurde gezeigt, dass in diesen EBV+ Zellen verschiedene Latenzprogramme von 
EBV, u.a. eine Latenz IV mit der Ausprägung von EBNA2 ohne LMP1, ausgeprägt werden 
können (Kurth et al., 2003).  
In Einklang mit den Befunden in IM-Tonsillen weisen die Ergebnisse in den LCLs 
darauf hin, dass Latenz III-exprimierende EBV-infizierte B-Zellen vermutlich nicht mehr an 
den normalen Differenzierungsprozessen der B-Zellen teilnehmen können. In den 
monoklonalen LCLs werden vorhandene B-Zell-Differenzierungsprofile durch den Einfluss 
der latenten EBV-Proteine nahezu vollständig überschrieben und eine Unterscheidung von 
naiven und GC-B-Zelllinien anhand von phänotypischen Differenzierungsmustern ist kaum 
mehr möglich. Eine Ausnahme bildet hierbei evtl. die Aktivierung von GATA3 durch EBV 
in ausschliesslich GC-LCLs. Typische GC-B-Zellmarker wie AID, BCL-6 und CD77, die B-
Zell-spezifischen TF EBF und PU.1 sowie die BCR-assoziierte Tyrosinkinase SYK wurden 
in nahezu allen GC-LCLs herabreguliert. In einer monoklonalen N-LCL wird die SYK-
Ausprägung sogar vollständig inhibiert. In dieser N-LCL könnte evtl. das LMP2A-Signal 
einzig durch Lyn vermittelt werden (Rovedo und Longnecker, 2008). Ein SYK-
unabhängiger, jedoch SRC-Kinasen und NF-κB-abhängiger BCR-Signalweg wurde in der 
Tat bereits beschrieben (Saijo et al., 2003). Die Herabregulation von BCL-6 und CD38 in 
GC-LCLs geht vorraussichtlich auf die CD40-Signal-nachahmende Funktion von LMP1 
zurück (Basso et al., 2004; Cattoretti et al., 1997). Kürzlich wurde gezeigt, dass die 
Ausprägung eines Fusionsproteins mit der Transmembrandomäne von LMP1 in 
Kombination mit der signal-sendenden Domäne des CD40R ausreicht, um in transgenen 
Mäusen die Formation von GC zu verhindern und B-Zell-Lymphome auszulösen (Hömig-
Hölzel et al., 2008). Die fehlende Ausprägung von BCL-6, des Hauptregulators der GC-
Reaktion, in N-LCLs in der Latenz III stellt somit eine Differenzierung von ebenfalls Latenz 
III-exprimierenden naiven B-Zellen in vivo in GC-B-Zellen, wie es während der Etablierung 
der EBV-Persistenz vermutet wird, in Frage (Thorley-Lawson, 2005). 
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Interessanterweise führt die EBV-Infektion von naiven B-Zellen zu einer schwachen 
Ausprägung des Gedächtnis-B-Zellmarkers CD27 und der GC B-Zellmarker CD77 und AID 
sowie zu einer Verstärkung der CD38-Ausprägung. Die Aktivierung von GC-B-Zellmarkern 
in naiven B-Zellen könnte analog eines kombinierten CD40- und BCR-Signals durch LMP1 
und LMP2A induziert worden sein, wobei die Signalstärke des CD40R die Ausprägung von 
CD77 in naiven B-Zellen steuert (Galibert et al., 1996; McCloskey et al., 1999; Wheeler und 
Gordon, 1996). Die Expression von CD27 in Latenz III-exprimierenden N-LCLs deutet 
darau hin, dass evtl. auch in vivo infizierte naive B-Zellen CD27 GC-unabhängig aktivieren 
können und somit phänotypisch Gedächtnis-B-Zellen ähneln. Die CD27-Ausprägung könnte 
in den N-LCLs durch das CD40-Signal-imitierende LMP1-Protein aktiviert werden (Fecteau 
und Neron, 2003). Es wurde gezeigt, dass CD27 über TRAF2 und TRAF5 zur Aktivierung 
von NF-κB führen kann (Akiba et al., 1998). Ein aktiviertes CD27 könnte somit in den 
EBV-infizierten B-Zellen das Überleben der Zellen unterstützen.  
Neben der Ausprägung von CD27 kann die Expression von LMP1 in vitro auch zu 
einem KW von IgM zu IgG, IgA oder IgE führen (He et al., 2003). In der Maus führt das 
LMP1-Signal hingegen zu einem bevorzugten KW nach IgG1 (Rastelli et al., 2008). Die 
Ausprägung von IgG1 könnte für EBV-infizierte B-Zellen ein Überlebensvorteil sein, da 
beschrieben ist, dass IgG1 exprimierende B-Zellen länger leben und vom Igα-Signal 
unabhängiger sind (Waisman et al., 2007). Ein KW konnte in den hier etablierten 
monoklonalen N-LCLs nicht beobachtet werden. Dennoch zeigen der Befund dieser Arbeit, 
die Induktion der CD27-Ausprägung in naiven B-Zellen durch EBV, und die Studien von He 
et al. und Rastelli et al., dass die Verteilung EBV-infizierter Zellen in bestimmten B-
Zellpopulationen im PB von gesunden Menschen nicht einzig anhand von Oberflächen-
Markern bestimmt werden sollten. In der Tat wurden bisher B-Zellpopulationen aus dem PB 
gesunder Menschen zur Charakterisierung der viralen Persistenz der EBV+ Zellen durch 
Sortierungsstrategien mit typischen Oberflächen-Differenzierungsmarkern isoliert (Thorley-
Lawson, 2005). 
Die Analyse monoklonaler BCR+, BCR- und BCR-verkrüppelter GC-LCLs sowie 
von N-LCLs hat gezeigt, dass EBV in der Lage ist, essentielle Profile von B-Zell-
Differenzierungsstadien unabhängig vom BCR-Status zu überschreiben. Hierbei werden 
interessanterweise für die Zell-Differenzierung wesentliche TF wie BCL-6 und GATA3 
ebenfalls von EBV dereguliert. Diese Fähigkeit von EBV zur phänotypischen Deregulation 
von B-Zellen ermöglicht vermutlich einerseits eine optimale Ausbreitung des Virus im 
Menschen, durch die Expression Proliferations-treibender viraler Proteine, und andererseits 
eine möglichst kurze Ausprägung immunogener latenter Genprodukte von EBV, durch die 
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Aktivierung von zellulären Proteinen, die vorraussichtlich die Latenz-Umschaltung in der 
viralen Genexpression fördern können. 
 
4.3 GC-LCLs als In-Vitro-Modelle der HL- und PTLD-Pathogenese 
Die Assoziation von BCR-verkrüppelten HRS- und PTLD-Zellen mit der EBV-Infektion in 
diesen Tumorklonen impliziert eine wesentliche Rolle des Virus bei der Entstehung dieser 
Lymphome. Auf diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit GC-B-Zellen mit 
EBV infiziert und auf HRS-Zell-typische Merkmale untersucht. Die EBV-Infektion führt 
unabhängig vom BCR-Status der Zellen zu einer Herabregulation von B-Zellmarkern, die an 
das Fehlen der B-Zellsignatur in HRS-Zellen erinnert (Schwering et al., 2003). Im 
Gegensatz zu PTLD-Zellen, die hauptsächlich wie die LCLs ein Latenz III-Profil von EBV 
zeigen, exprimieren HRS-Zellen eine Latenz II mit EBNA1, LMP1 und LMP2A (Deacon et 
al., 1993; Grässer et al., 1994; Herbst et al., 1991; Niedobitek et al., 1997b; Pallesen et al., 
1991). Die hier etablierten GC-LCLs können trotz des Latenz-Unterschiedes zu HRS-Zellen 
wichtige In-Vitro-Modelle für die frühe HL-Pathogenese darstellen, da diese vermutlich 
durch eine EBV-Infektion von GC-B-Zellen initiiert wird, die zunächst eine Latenz III 
ausgeprägt haben (Alfieri et al., 1991). Tatsächlich gibt es Hinweise, dass HRS-
Vorläuferzellen im GC mit EBV infiziert werden können (Tinguely et al., 2003). 
Die Ähnlichkeit der GC-LCLs mit dem HL zeigt sich in der Ausprägung von CD30, 
der Herabregulation von BCL-6 und Igβ sowie in der aberranten Ausprägung des T-Zell-
spezifischen TF GATA3 in GC-LCLs, jedoch nicht in N-LCLs. Die Aktivierung von 
GATA3 in GC-LCLs zeigt, dass EBV in der Lage ist die Regulation Zelltyp-entscheidender 
TF zu beeinflussen. In den Latenz III-exprimierenden GC-LCLs könnte die Aktivierung von 
GATA3 durch EBNA2 hervorgerufen werden, da EBNA2 die Funktion eines aktivierten 
Notch1-Rezeptor imitiert, und Notch1 GATA3 direkt aktivieren kann (Amsen et al., 2007; 
Fang et al., 2007; Strobl et al., 1997). Zudem kann die Ausprägung von LMP2A zur 
Aktivierung von CBF1, einem wichtigen Notch1- und EBNA2-Koaktivator führen (Portis 
und Longnecker, 2003). Darüberhinaus kann allein die Ausprägung von LMP2A bereits für 
die im HL-typische Herabregulation der hier analysierten wichtigen B-Zellmarker wie BCL-
6, SYK, EBF und PU.1 verantwortlich sein (Portis et al., 2003; Portis und Longnecker, 
2003; Schwering et al., 2003). LMP2A hat zudem eine essentielle Rolle bei der Rettung von 
BCR-negativen GC-B-Zellen vor der Apoptose und somit vorraussichtlich eine tragende 
Funktion im Transformationsprozess der HRS-Vorläuferzellen (siehe 4.1) (Chaganti et al., 
2005; Mancao et al., 2005; Mancao und Hammerschmidt, 2007). Eine aktuelle Studie hat 
gezeigt, dass die Transfektion von GC-B-Zellen mit LMP1 ebenfalls zu einer 
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Herabregulation von B-Zell-spezifischen Proteinen wie Igβ, SYK und BCL-6 führen kann 
(Vockerodt et al., 2008). In EBV+ HL-Fällen kann demnach die EBV-Infektion bereits zu 
einer Herabregulation B-Zell-spezifischer Differenzierungsmarker geführt haben. Im 
Gegensatz zum HL, wo eine fast vollständige Inhibition von B-Zellmarkern stattfindet 
(Schwering et al., 2003), werden jedoch in nahezu allen LCLs CD20, PU.1, EBF, Syk und 
die Differenzierungsfaktoren CD27 und CD38 noch exprimiert. EBV ist somit an der 
Herabregulation der B-Zellsignatur beteiligt, aber es werden vermutlich weitere 
transformierende Ereignisse benötigt, um den vollständigen Phänotyp einer HRS-Zelle zu 
etablieren.  
PTLD umfasst eine heterogene Gruppe von GC-B-Zell-Lymphomen, die nach einer 
Transplantation in immunsupprimierten Patienten entstehen können. PTLDs in Patienten, die 
ein Organ transplantiert bekommen haben, entstehen meistens aus Transplantat-Empfänger-
Zellen. PTLDs in Patienten nach einer Knochenmark-Transplantation entstehen hingegen 
hauptsächlich aus Donor-Zellen (Dolcetti, 2007). In beiden Fällen können proliferierende 
EBV+ B-Zellen durch die Immunsupprimierung vom Immunsystem nicht mehr kontrolliert 
werden. Zu der heterogenen Gruppe der PTLDs gehören BL/BL-ähnelnde Lymphome, 
polymorphe PTLDs sowie zentroblastische und immunoblastische DLBCLs. Die meisten 
BL/BL-ähnlichen und zentroblastischen DLBCLs exprimieren BCL-6, tragen mutierte V-
Gene und zeigen eine fortlaufende SHM im Tumorklon. Polymorphe und immunoblastische 
PTLDs tragen ebenfalls mutierte V-Gene in seltenen Fällen mit fortlaufender SHM, zeigen 
jedoch hingegen keine BCL-6-Ausprägung.  
Die monoklonalen LCLs ähneln vermutlich eher den polymorphen und 
immunoblastischen PTLDs, da dort ebenfalls ein Latenz III-Profil von EBV exprimiert wird 
und die LCLs wie diese PTLD-Subtypen kein BCL-6 ausprägen (Brink et al., 1997; Capello 
et al., 2005). Eine weitere Ähnlichkeit der PTLDs mit den N- und GC-LCLs ist die 
Ausprägung des B-Zellmarkers CD20 sowie des B-Zell-Differenzierungsmarkers CD38 
(Timms et al., 2003). Die Analyse EBV+ Zellen im PB von pädiatrischen Transplantations-
Patienten, die einen erhöhten EBV-Spiegel aufweisen, hat gezeigt, dass ca. zwei Drittel der 
B-Zellen mit einer geringen EBV-Episom-Anzahl (im Bereich von <200 Episom-
Kopien/105 B-Zellen) IgM+ waren und wie die in der vorliegenden Arbeit etablierten N-
LCLs keinen KW vollzogen hatten (Rose et al., 2001; Schauer et al., 2004). Die EBV+ 
Zellen dieser Patienten haben somit nicht notwendigerweise an einer GC-Reaktion 
teilgenommen. Darüberhinaus war die Mehrzahl der B-Zellen mit einer hohen EBV-Episom-
Anzahl (≥ 200 Episom-Kopien/105 B-Zellen), wie auch ca. 50% der hier etablierten GC-
LCLs, Oberflächen-Ig-negativ (Rose et al., 2001; Schauer et al., 2004). Dies könnte 
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daraufhin deuten, dass entweder a) die Ausprägung des BCR-Ersatzes LMP2A diese evtl. 
BCR-verkrüppelnde Mutationen-tragenden Zellen vor der Apoptose schützt oder b) dass die 
EBV-Infektion dieser Zellen zur vollständigen Herabregulation der BCR-Ausprägung 
geführt hat. Eine Inhibition der IgH-Ausprägung durch EBNA2 und LMP2A sowie die 
Abhängigkeit EBV-infizierter B-Zellen von LMP2A statt vom BCR wurden in der Tat 
beschrieben (Jochner et al., 1996; Mancao und Hammerschmidt, 2007; Portis und 
Longnecker, 2003). Eine weitere Charakterisierung der BCR- B-Zellen pädiatrischer EBV+ 
Transplantations-Patienten ergab, dass zudem eine Herabregulation von weiteren B-
Zellmarkern stattgefunden hat (Schauer et al., 2008). EBV-infizierte B-Zellen in diesen 
Patienten ähneln somit stark den hier etablierten LCLs und scheinen in einem B-Zell-
Signatur-unabhängigen, aberranten Zustand in der Peripherie zu überleben. 
Die phänotypische Analyse monoklonaler GC-LCLs im Hinblick auf den Einfluss 
von EBV auf die Entstehung von HL und PTLD hat gezeigt, dass die EBV-Infektion 
unabhängig vom BCR-Status bereits zur Herabregulation typischer B-Zellmarker führt. 
Obwohl in EBV+ HRS-Zellen ein weitaus stärkerer Verlust der B-Zell-Identität 
stattgefunden hat, zeigt die Aktivierung Zelltyp-entscheidender TF wie GATA3 in GC-
LCLs, dass EBV in der Lage ist essentielle zelluläre Regulationsmechanismen zu 
beeinflussen. Es bleibt jedoch offen, welche weiteren transformierenden Ereignisse zum 
vollständigen HRS-Zell-Phänotyp führen bzw. welche Ereignisse in den EBV- HL-Fällen an 
dem Verlust der B-Zellsignatur der Tumorzellen beteiligt sind. Die Übereinstimmung der 
Latenz III-Ausprägung und die Ähnlichkeiten im Ausprägungsprofil von PTLD-
Tumorzellen und EBV-infizierten B-Zellen in pädiatrischen Transplantations-Patienten mit 
den hier etablierten monoklonalen N- und GC-LCLs unterstreicht die Funktion dieser LCLs 
als wichtige  In-Vitro-Modelle der Entstehung von PTLD (Brink et al., 1997; Schauer et al., 
2008; Timms et al., 2003).  
 
4.4 EBV Latenz III inhibiert die Aktivität der SHM in GC-B-Zellen 
AID ist für die SHM und den KW der B-Zellen essentiell (Muramatsu et al., 2000). Die 
SHM und der KW stellen eine potentielle Gefahr für die genomischen Integrität der B-
Zellen dar, da es während dieser Reaktionen zu Punktmutationen und 
Chromosenstrangbrüchen kommt. Nur durch ein zielgerichtetes AID und durch die richtige 
Balance zwischen Fehlerfreier- und Fehler-behafteter-DNA-Reparatur wird die genomische 
Integrität der Zellen erhalten (Liu et al., 2008). In normalen B-Zellen werden neben den Ig-
Genen BCL-6, FAS, CD79A und CD79B in einem geringen Maße von der SHM erfasst und 
mutiert (Gordon et al., 2003; Müschen et al., 2000b; Pasqualucci et al., 1998; Shen et al., 
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1998). Zudem wurden die Gene PIM1, PAX5, MYC und RHOH als aberrante Zielstrukturen 
der SHM in B-Zell-Lymphomen beschrieben (Pasqualucci et al., 2001). Eine aktuelle Studie 
hat gezeigt, dass eine fehlgerichtete AID-Aktivität sich in einem geringen Maße sogar 
weitläufig über das Genom erstrecken kann (Liu et al., 2008). Gerät die AID-Ausprägung, 
die posttranslationalen Kontrollmechanismen bzw. die Zielrichtung von AID und der DNA-
Reparatur-Enzyme ausser Kontrolle, kann es zur Transformation der Zelle, wie z.B. bei der 
c-Myc-Translokation im BL, kommen (Dorsett et al., 2007; Greeve et al., 2003; Küppers 
und Dalla-Favera, 2001; Pasqualucci et al., 2008). 
 EBV-assoziierte Lymphome stammen vermutlich alle von GC-B-Zellen ab, die im 
Verlauf der Affinitätsreifung im GC Zell-transformierende Ereignisse erfahren haben 
(Küppers, 2003). Kürzlich wurde gezeigt, dass AID für die Lymphompathogenese essentiell 
ist, und dass AID-Expressionstärken das Ausmaß an C-Myc-Translokationen und der BL-
Entstehung bestimmen (Pasqualucci et al., 2008; Takizawa et al., 2008). AID wird im BL 
und in seltenen Fällen des klassischen HL ausgeprägt (Greiner et al., 2005; Pasqualucci et 
al., 2004). Zudem zeigen ca. 30% der PTLD-Fälle AID-Aktivität in Form einer ASH in den 
Tumorzellen (Cerri et al., 2004). Es ist bekannt, dass EBV eine genetische Instabilität der 
infizierten Zellen auslösen kann (Gualandi et al., 2001). Darüberhinaus hat EBV durch die 
Ausprägung des CD40-Signal-imitierenden LMP1 das Potential, die Aktivität von AID zu 
induzieren (He et al., 2003). Eine mögliche aberrante Aktivierung der AID-Ausprägung und 
somit der SHM im GC durch eine EBV-Infektion steht aus diesen Gründen in Verdacht die 
maligne Transformation dieser GC-B-Zell-Lymphome zu fördern. Tatsächlich wird die 
Induktion von AID und der SHM durch EBV kontrovers diskutiert. Es wurde einerseits 
gezeigt, dass EBV die Ausprägung von AID und der Fehler-behafteten DNA-Polymerase 
Pol-η induzieren kann, und dass EBV-infizierte B-Zellen in vitro Mutationen in BCL-6 und 
p53 anhäufen können (Epeldegui et al., 2007; He et al., 2003). Zudem wurde in einer 
Rheumafaktor-produzierenden LCL gezeigt, dass EBV die SHM der VH-Gene aktivieren 
kann (Gil et al., 2007). Andererseits führt die EBV-Infektion von BL Zelllinien zu keiner 
Veränderung der SHM-Aktivität (Harris et al., 2001). Eine weitere Studie weist daraufhin, 
dass die EBV-Infektion in vitro eher zu einer AID-Herabregulation führt (Tobollik et al., 
2006). AID wird demnach zwar durch LMP1 aktiviert, jedoch durch EBNA2 negativ 
reguliert, und es wird vermutet, dass in LCLs über einen längeren Zeitraum EBNA2 bei der 
Regulation von AID über LMP1 dominant ist (He et al., 2003; Tobollik et al., 2006).  
 Alle hier analysierten monoklonalen LCLs, inklusive der N-LCLs, waren in 
verschiedenen Stärken AID-positiv, zeigten jedoch alle im Vergleich zu GC-B-Zellen eine 
eher schwache AID-Ausprägung (Abb. 16). Diese moderate AID-Ausprägung in den LCLs 
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könnte u.a. durch eine AP-1-abhängige Induktion der miR-155 vermittelt werden, da 
kürzlich gezeigt wurde, dass diese miR durch EBV induziert wird, und dass die Ausprägung 
von AID durch die miR-155 negativ reguliert wird (Dorsett et al., 2008; Teng et al., 2008; 
Yin et al., 2008). Interessanterweise werden AP-1 sowie auch die miR-155 im klassischen 
HL, das nur selten AID-positiv ist und keine fortlaufende SHM im Tumorklon zeigt, stark 
ausgeprägt (Greiner et al., 2005; Kluiver et al., 2005; Mathas et al., 2002). Die 
phänotypische Analyse der drei N-LCLs hat ergeben, dass eine AID-Induktion durch EBV 
zwar stattfinden kann, jedoch nicht notwendigerweise zum KW der infizierten Zellen führt. 
 Durch die SHM tragen Mitglieder eines Zellklons die gleiche V-Genumlagerung, 
unterscheiden sich jedoch im Muster der neu eingeführten Mutationen. Obwohl GC-B-
Zellen in vivo eine starke V-Gen-Diversifikation zeigen, konnten in 20 von 24 
monoklonalen GC-LCLs keine signifikanten intraklonalen Mutations-Unterschiede 
festgestellt werden (Tabelle 8). In diesen GC-LCLs hat die EBV-Infektion somit zu einer 
Stilllegung der SHM-Aktivität geführt, obwohl die Ig-Loci, wie in der quantitativen RT-
PCR gezeigt wurde, transkribiert werden und somit AID-zugänglich wären, und obwohl 
AID in den Linien exprimiert wird. Übereinstimmend mit diesem Ergebnis wurde in 
DLBCLs, MALT-Lymphomen, Immunozytomen und CLLs gezeigt, dass die AID-
Ausprägung nicht unbedingt mit einer fortlaufenden SHM-Aktivität korreliert (Greeve et al., 
2003; Pasqualucci et al., 2004). Nur vier der GC-LCLs zeigen eine sehr schwache SHM. 
Zwei dieser schwach-mutierenden GC-LCLs wurden auch auf die Ausprägung von AID 
analysiert und gehören zu den GC-LCLs, die eine stärkere AID-Ausprägung aufweisen. Das 
Ausmaß der AID-Expression könnte daher, wie in einer aktuellen Studie für IgH-cMYC-
Translokationen beschrieben, für die AID-Aktivität in diesen GC-LCLs ausschlaggebend 
sein (Takizawa et al., 2008). 
AID befindet sich normalerweise hauptsächlich cytoplasmatisch und es wird 
vermutet, dass AID erst durch die die Phosphorylierung durch die Protein Kinase A in den 
Zellkern wandert (Basu et al., 2005; Cattoretti et al., 2006; Chaudhuri et al., 2004; 
Pasqualucci et al., 2004). Aktuelle Arbeiten zeigen zudem, dass Ubiquitinierungsprozesse 
sowie AID-Splicevarianten die Menge an nukleären AID bzw. die AID-Aktivität 
kontrollieren (Aoufouchi et al., 2008; Wu et al., 2008). Die Stilllegung der AID-Aktivität in 
den GC-LCLs könnte daher einerseits auf einer transkriptionellen und andererseits auf einer 
post-transkriptionellen AID-Inhibition beruhen. Überraschenderweise zeigte eine von drei 
monoklonalen N-LCLs, die bei der direkten Sequenzierung der N-LCL DNA unmutiert war, 
ebenfalls eine intraklonale Diversität. EBV kann demnach nicht nur die GC-Marker CD77 
und AID in N-LCLs induzieren, sondern auch ähnlich wie eine BCR-Kreuzvernetzung und 
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Ko-Kultur mit aktivierten TH2 T-Zellen die komplexen Mechanismen der SHM in einigen 
naiven B-Zellen aktivieren (Razanajaona et al., 1997). Im Einklang mit der Herabregulation 
der AID-Ausprägung durch EBNA2 zeigte die leicht-mutierende N-LCL B1-18 die 
schwächste EBNA2-Ausprägung (Abb. 14) (Tobollik et al., 2006). 
Die hier durchgeführte Analyse einer Vielzahl von monoklonalen GC-LCLs und N-
LCLs auf eine fortlaufende SHM in der Zellkultur hat erwiesen, dass EBV-infizierte B-
Zellen in der Latenz III nur selten SHM-Aktivität zeigen. In den meisten Fällen wird zwar 
AID exprimiert, bleibt jedoch im Hinblick auf die SHM inaktiv. EBV ist demnach an einer 
Induktion der SHM in GC-B-Zellen eher unbeteiligt. Übereinstimmend mit den hier 
vorliegenden Ergebnissen konnte eine Korrelation der ASH in PTLD-Fällen mit der EBV-
Infektion in diesen Tumorzellen nicht gefunden werden (Cerri et al., 2004). Kürzlich wurde 
gezeigt, dass ein starkes BCR-Signal, ausgelöst durch eine hochaffine Bindung an das 
Antigen, die AID-Ausprägung inhibieren kann und somit den Austritt der B-Zellen aus dem 
GC fördert (Hauser et al., 2008). Die Herabregulation von AID durch EBNA2 sowie die 
Stilllegung der SHM in den meisten GC-LCLs könnte analog dieser Studie durch ein 
konstitutives BCR-Signal, wie es von LMP2A gesendet wird, unterstützt werden (Tobollik 
et al., 2006). Im Einklang mit diesen Ergebnissen zur Rolle von EBV bei der SHM fördert 
die Inhibition der BCL-6-Ausprägung in Latenz III-exprimierenden naiven und GC-B-Zellen 
eher den Austritt als den Eintritt EBV-infizierter B-Zellen in das GC. Eine Beteiligung von 
EBV bei der Aktivierung der SHM und damit verbunden evtl. der ASH in Lymphom-
Vorläuferzellen spielt, aufgrund der vorliegenden Ergebnisse, in Latenz III-exprimierenden 
Zellen vermutlich keine Rolle bei der Zell-Transformation.  
 
4.5 Vorstellung einer verlässlichen Methode zur Aufreinigung seltener EBV+ B-Zellen  
aus dem PB 
EBV infiziert ungefähr 90% der Menschen weltweit und persistiert als harmloses Virus in 
den B-Zellen der Virus-Träger (Küppers, 2003). Obwohl EBV bereits 1964 in BL-Biopsien 
gefunden und als erstes humanes Tumorvirus identifiziert wurde (Epstein et al., 1965), ist 
die Etablierung der viralen Persistenz im Menschen bislang immer noch weitestgehend 
ungeklärt. Ebenfalls ungeklärt ist die Frage, warum EBV in der überwiegenden Mehrheit der 
Menschen ein harmloses Virus darstellt, jedoch in einigen seltenen Fällen B-Zell-
Lymphome auslösen kann. Es wird einerseits angenommen, dass EBV zur Etablierung der 
viralen Persistenz die normalen Stadien der B-Zell-Differenzierung ausnutzt, während der 
GC-Reaktion immunogene latente Genprodukte abschaltet, um sich lebenslang in 
Gedächtnis-B-Zellen vor einer effizienten T-Zell-Immunantwort zu verstecken (Thorley-
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Lawson, 2005). Unterstützt wird diese Theorie dadurch, dass Transkripte latenter EBV-
Genprodukte in gesunden Menschen ausschliesslich in der IgD-negativen B-Zellfraktion des 
PB zu finden ist (Babcock et al., 1998), und dass in tonsillären naiven B-Zellen eine Latenz 
III, in GC-B-Zellen jedoch eine Latenz II des Virus exprimiert wird (Babcock et al., 2000; 
Joseph et al., 2000). Aktuelle Studien dieser Gruppe deuten darauf hin, dass EBV-infizierte 
B-Zellen eine höhere Frequenz an V-Genmutationen besitzen und im GC stark selektiert 
wurden (Souza et al., 2005; Souza et al., 2007). Dies lässt vermuten, dass EBV+ B-Zellen im 
Vergleich zu nicht-infizierten Gedächtnis-B-Zellen verstärkt an der GC-Reaktion 
teilgenommen haben und impliziert eine evtl. Antigen-Abhängigkeit in der Persistenz-
Entwicklung. 
Im Gegensatz zu diesen Studien befindet sich EBV in IM-Tonsillen zwar in B-Zellen 
mit mutierten V-Genumordnungen, jedoch tragen die expandierten EBV-Klone keine 
intraklonalen Mutationen und haben somit die SHM deaktiviert (Kurth et al., 2000). EBV+ 
B-Zellen in der IM scheinen demnach nicht mehr an dem Differenzierungsstadium der GC-
Reaktion teilzunehmen bzw. dieses Stadium zur Persistenz-Etablierung nicht zu benötigen. 
Desweiteren werden EBV-infizierte B-Zellen nur äusserst selten bei histologischen 
Untersuchungen von Tonsillen innerhalb von GC gefunden (Araujo et al., 1999; Hudnall et 
al., 2005; Niedobitek et al., 1992). Der Prozentsatz liegt bei Brasilianischen Tonsillen höher 
als bei Tonsillen in westlichen Ländern (Araujo et al., 1999). Die Infektion von tonsillären 
und PB-B-Zellen mit EBV in vitro hat zudem gezeigt, dass B-Zellen unterschiedlicher Ig-
Isotypen, mit der Ausnahme von IgD+ B-Zellen, für die EBV-Transformation eine ähnliche 
Empfänglichkeit aufwiesen (Ehlin-Henriksson et al., 2003). Das Fehlen EBV-infizierter 
IgD+ B-Zellen in dieser Analyse könnte auf die beschriebene Herabregulation von IgD nach 
der BCR-Aktivierung zurückzuführen sein (Monroe et al., 1983). Eine aktuelle Studie 
hingegen zeigt eine ähnliche Empfänglichkeit für die EBV-Transformation von tonsillären 
naiven und Gedächtnis-B-Zellen, jedoch unterschiedliche Empfänglichkeiten dieser B-
Zellpopulationen im PB (Dorner et al., 2008). Im Einklang mit den Studien von Kurth et al. 
weist diese Analyse darauf hin, dass tonsilläre Gedächtnis-B-Zellen direkte Zielzellen von 
EBV bei der Etablierung der viralen Persistenz darstellen (Dorner et al., 2008; Kurth et al., 
2003; Kurth et al., 2000). Direkte Analysen der EBV-infizierten B-Zellen im PB von 
gesunden Virus-Trägern, die zur Aufklärung der kontrovers-diskutierten viralen Persistenz-
Entwicklung führen könnten, wurden jedoch durch die Seltenheit der Zellen von 1-10 in 106 
B-Zellen bislang verhindert.  
Die in dieser Arbeit etablierte Methode zur Aufreinigung und Analyse dieser 
seltenen EBV-infizierten Zellen aus dem PB von gesunden Blutspendern trägt zur 
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Aufklärung der viralen Verbreitungsstrategien und der Persistenz-Entwicklung im Menschen 
bei. EBV+ B-Zellen in der Latenz konnten mit dieser Methode über einen CD19-B-Zell-
MACS, einer Fixierung der CD19+ Zellen mit anschließender EBER-ISH in Suspension, 
AP-Immunfärbung auf Membran-Objektträgern und Laser-Einzelzell-Mikromanipulation 
erstmalig isoliert und mit einer Zwei-Runden-EBNA1/V-Gen-PCR analysiert werden. Die 
Kontrolle der EBV-Infektion der isolierten B-Zellen durch die parallele Amplifikation von 
EBNA1, die Kontrollen mittels Isolierung von Membran-Fragmenten ohne Zellen sowie die 
Isolierung von EBV+ B-Zellen eines LCL- und EBV- BL-Zellgemisches sichern die 
Spezifität und die hohe Verlässlichkeit der Isolierungs-Methode. Die Optimierung der 
Methode durch die Laser-Mikromanipulation der EBER+ Zellen ging zwar mit einer leichten 
Verringerung in der EBNA1-PCR-Effizienz einher, wird jedoch durch eine Verdoppelung 
der V-Gen-PCR-Effizienz bei Spender C kompensiert. Mit Hilfe dieser Aufreinigungs-
Methode können erstmals detaillierte Informationen über bisher nur unzureichend 
beschriebene seltene EBV+ Zellpopulationen geliefert werden. 
Die direkte Analyse erster EBV+ Einzelzellen von drei Spendern ergab Hinweise 
darauf, dass EBV in mutierten wie in unmutierten B-Zellen persistieren kann. Das Auffinden 
von EBV in unmutierten B-Zellen in der Persistenz in nahezu 25% der analysierten Zellen 
deutet darauf hin, dass EBV entgegen verbreiteter Annahmen evtl. auch GC-unabhängig das 
Stadium der viralen Persistenz erreichen kann (Thorley-Lawson, 2005). Es können zwar 
unmutierte Gedächtnis-B-Zellen im PB gefunden werden, jedoch sind diese eher selten und 
hauptsächlich in der IgM+ IgD+ CD27+ B-Zellpopulation zu finden, die als EBV-negativ 
beschrieben ist (Babcock et al., 1998). Desweiteren wurden in Spender B zwei Zellklone mit 
jeweils vier Mitgliedern, jedoch jeweils ohne intraklonale Diversität, gefunden. Dies könnte 
einerseits ein ausschliesslich individueller Befund eines einzelnen Blutspenders sein. 
Andererseits könnte dies auch darauf hindeuten, dass das Reservoir von EBV oligoklonal ist, 
und EBV-infizierte B-Zellen nur äusserst selten das Stadium der viralen Persistenz erreichen 
bzw. es sich um sehr langlebige Zellen handelt. Interessanterweise wurde in Spender C eine 
EBV+ Zelle mit einer BCR-verkrüppelnden Mutation in einer ursprünglich intakten VH-
Genumlagerung gefunden. Das zweite IgH-Allel dieser Zelle konnte jedoch nicht detektiert 
werden und es bleibt unklar, ob es sich bei dieser Zelle um eine BCR-defiziente B-Zelle 
gehandelt hat, oder ob eine weitere funktionelle VH-Genumlagerungen auf dem zweiten 
Allel zur Ausprägung eines BCR geführt hat. Seltene B-Zellen mit zwei funktionellen VH-
Genumlagerungen wurden bereits beschrieben (Rassenti und Kipps, 1997). Eine ältere 
Studie EBV-infizierter B-Zellen aus dem PB einer IM-Patientin sowie die Analysen EBV+ 
B-Zellen pädiatrischer Transplantations-Patienten weisen jedoch bereits daraufhin, dass die 
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Zerstörung von B-Zellen mit nicht-funktionellen BCR im GC während der viralen Infektion 
ineffizient verlaufen kann (Chapman et al., 1995b; Schauer et al., 2004; Schauer et al., 
2008). Andere Studien haben gezeigt, dass im PB von IM- und immunsupprimierten 
Patienten EBV hingegen nur in mutierten und Antigen-selektierten Gedächtnis-B-Zellen 
gefunden werden konnte (Babcock et al., 1999; Souza et al., 2005; Souza et al., 2007). In 
IM-Patienten ist im Gegensatz zu gesunden Virus-Trägern bis zu jede zweite Gedächtnis-B-
Zelle mit EBV infiziert, und es wurde gezeigt, dass EBV in IM-Tonsillen zur Expansion der 
infizierten Gedächtnis- und GC-B-Zellen führt (Hochberg et al., 2004b; Kurth et al., 2000). 
Das Auffinden vorwiegend EBV-infizierter Gedächtnis-B-Zellen im PB von IM-Patienten 
spiegelt somit nicht die normale EBV-Persistenz in gesunden Virus-Trägern wider. In den 
o.g. Arbeiten findet sich zudem leider kein Hinweis über mögliche klonale 
Verwandtschaften der EBV-infizierten PB-B-Zellen in der IM. 
 
4.6 Ausblick 
Die in dieser Arbeit etablierten monoklonalen GC-LCLs stellen wichtige In-Vitro-Modelle 
zur Charakterisierung der frühen Hodgkin- und PTLD-Pathogenese dar. Die Herabregulation 
von B-Zellmarkern in den GC-LCLs erinnert an den Verlust der B-Zell-Signatur im HL. Im 
Vergleich zu PTLD ähneln die GC-LCLs den Tumorzellen vor allem in der Ausprägung der 
viralen Latenz III und zeigen Ähnlichkeiten  mit EBV-infizierten B-Zellen in pädiatrischen 
Transplantations-Patienten. Eine Untersuchung der differentiellen Genexpression durch 
Genchip-Analysen von GC-LCLs im Vergleich zu primären EBV+ HL- und PTLD-Fällen 
sowie im Vergleich zu normalen GC-B-Zellen könnte weitere Details über den Einfluss von 
EBV bei der malignen Transformation von GC-B-Zellen liefern. Der Vergleich der GC-
LCLs mit noch zu etablierenden PTLD-Linien ist hierbei von grossem Interesse, da in PTLD 
wie in den GC-LCLs eine Latenz III ausgeprägt wird und Unterschiede in der 
Genausprägung somit direkt deregulierte Signalwege des PTLD-Tumors enthüllen und auf 
maligne Transformations-Ereignisse in der PTLD-Entstehung hindeuten könnten. Die 
Funktion mittels Genchip identifizierter deregulierter Gene in der Entstehung bzw. 
Erhaltung des Lymphoms könnten durch funktionelle Studien in PTLD-Linien näher 
charakterisiert werden. Hierbei könnten aberrant hochregulierte Gene durch RNA-
Interferenz wieder herabreguliert oder aberrant abgeschaltete Gene durch Transduktion 
dieser Gene wieder reexprimiert werden. 
Für ein umfassendes Bild der EBV-Persistenz in gesunden Virus-Trägern ist die Analyse 
einer grösseren Anzahl EBV+ B-Zellen von Spender C sowie von weiterern Spendern 
essentiell. Bestätigen sich die ersten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, so wäre dies 
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einerseits ein starker Hinweis auf eine GC-unabhängige Persistenz-Entwicklung von EBV, 
dadurch dass auch unmutierte B-Zellen zum latenten EBV-Reservoir gehören. Andererseits 
weisen klonal verwandte B-Zellen ohne intraklonale Mutations-Unterschiede, wie sie auch 
in IM-Tonsillen gefunden werden, entweder auf eine direkte Infektion von GC-B-Zellen hin, 
die nach der EBV-Infektion die SHM eingestellt haben jedoch noch proliferieren, oder auf 
eine direkte Infektion von Gedächtnis-B-Zellen, die nach der Infektion klonal expandiert 
sind (Kurth et al., 2000). Zudem würde das Auffinden BCR-verkrüppelter EBV+ B-Zellen 
im PB gesunder Virus-Träger die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Rettung BCR-loser 
GC-B-Zellen durch EBV in vivo validieren und die essentielle Rolle des Virus in der 
Transformation BCR-verkrüppelter HRS- und PTLD-Tumorzellen abermals hervorheben. 
In PB von pädiatrischen Transplantations-Patienten mit erhöhtem EBV-Spiegel 
wurden verstärkt BCR-negative B-Zellen, begleitet von einer Herabregulation weiterer B-
Zellmarker, aufgefunden (Schauer et al., 2004; Schauer et al., 2008). Im Gegensatz hierzu 
zeigt eine andere Studie, dass in Symptom-freien Transplantations-Patienten mit erhöhtem 
EBV-Spiegel latent-EBV+ B-Zellen BCR-positiv sind und phänotypisch normalen 
Gedächtnis-B-Zellen ähneln (Babcock et al., 1999). Mit Hilfe der hier etablierten Methode 
wäre es möglich, Einzelzell-Analysen von frühen Proliferationen EBV+ Zellen in diesen 
Transplantations-Patienten durchzuführen, um die Diskrepanzen der o.g. Studien 
aufzuklären, und um detaillierte Einblicke in eine frühe, noch nicht maligne PTLD-
Entstehung zu erlangen. Darüberhinaus hat eine aktuelle Studie gezeigt, dass EBV in XLP-
Patienten (engl. X-linked lymphoproliferative disease), die durch einen Defekt in der 
Zytokin-Produktion der TH2-ähnlichen CD4+ T-Zellen keine konventionellen GC ausbilden 
können, in IgM+ IgD+ CD27+ B-Zellen persistieren kann (Chaganti et al., 2008). Im 
Einklang mit dieser Studie kann EBV in Hyper-IgM-Patienten ebenfalls eine transiente 
Persistenz in nicht-Klassen-gewechselten IgM+ IgD+ CD27+ B-Zellen ausbilden (Conacher 
et al., 2005). Die Charakterisierung dieser seltenen latent EBV+ B-Zellen in Hyper-IgM-
Patienten mit der hier vorgestellten Methode wäre zur weiteren Aufklärung der EBV-
Persistenz-Entwicklung von grosser Bedeutung. Zudem könnte die Analyse der 
Mutationsmuster und der klonalen Zusammensetzung der latent EBV-infizierten B-Zellen in 
XLP-Patienten mit Hilfe dieser Methode einen Einblick in das komplexe Krankheitsbild 
dieser Immunschwäche liefern und Hinweise auf die Frage geben, warum die 
Primärinfektion mit EBV in vielen Patienten fatale Folgen hat.  
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5. Zusammenfassung 
Die B-Zell-Rezeptor (BCR)-verkrüppelten Lymphom-Fälle des klassischen Hodgkin 
Lymphoms (HL) und der Post-Transplantations-Lymphome (PTLD) sind erstaunlicherweise 
alle Epstein-Barr Virus (EBV)-positiv. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals gezeigt, 
dass die Infektion mit EBV humane BCR-defiziente Keimzentrums (GC)-B-Zellen vor der 
Apoptose retten und in langlebige lymphoblastoide Zelllinien (LCLs) transformieren kann. 
Dieser Befund verdeutlicht die essentielle Funktion des Virus in der Transformation BCR-
verkrüppelter HL- und PTLD-Vorläuferzellen.  
Die phänotypische Analyse der hier etablierten monoklonalen BCR+, BCR- und 
BCR-verkrüppelten GC-LCLs und BCR+ LCLs von naiven B-Zellen (N-LCLs) auf B-Zell- 
und HL-typische Marker hat gezeigt, dass EBV in der Lage ist, wesentliche Profile von B-
Zell-Differenzierungsstadien unabhängig vom BCR-Status zu überschreiben. Hierbei 
werden für die Zell-Differenzierung essentielle Transkriptionsfaktoren wie der GC-B-
Zellmarker BCL-6 und der T-Zellmarker GATA3 von EBV dereguliert und es findet eine für 
das HL-charakteristische teilweise Herabregulation von B-Zellmarkern, wie z.B. EBF, PU.1, 
SYK und CD79b, statt. Die für das HL-typische aberrante Ausprägung von GATA3 und die 
Herabregulation der B-Zellsignatur in den GC-LCLs sowie die Übereinstimmung der Latenz 
III-Ausprägung der GC-LCLs mit PTLD-Tumorzellen demonstriert die Funktion der 
Zelllinien als wichtige In-Vitro-Modelle der frühen HL- und PTLD-Entstehung. Zudem 
wurde hier erstmals in einer grossen Anzahl monoklonaler GC-LCLs gezeigt, dass die EBV-
Infektion meistens zu einer Stilllegung der somatischen Hypermutation (SHM) der GC-B-
Zellen führt. EBV spielt, in Latenz III-exprimierenden Zellen, somit keine Rolle bei der 
Induktion der SHM und dem damit verbundenen Verlust der genomischen Integrität von 
Lymphom-Vorläuferzellen. Die Hauptrolle von EBV bei der Transformation von GC-B-
Zellen liegt stattdessen in der aberranten Aktivierung einer Vielzahl von Signalwegen und in 
der Deregulation normaler B-Zell-Differenzierungsstadien. 
In dieser Arbeit wurde eine Methode zur Aufreinigung und direkten Analyse 
einzelner EBV+ B-Zellen aus dem PB gesunder Virus-Träger etabliert. Diese Methode dient 
der Aufklärung der viralen Verbreitungsstrategien und der Persistenz-Entwicklung im 
gesunden Menschen. Zudem können andere seltene EBV+ Populationen, wie sie z.B. in 
Patienten nach einer Transplantation, in XLP-Patienten oder Hyper-IgM-Patienten 
vorkommen, mit dieser Methode charakterisiert werden. Vorläufige Ergebnisse latent EBV-
infizierter B-Zellen von gesunden Blutspendern deuten darauf hin, dass die Etablierung der 
EBV-Persistenz auch GC-unabhängig erfolgen kann. EBV-infizierte GC-B-Zellen stellen 
somit nicht unbedingt ein natürliches Stadium auf dem Weg zur viralen Persistenz dar. 
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7. Anhang 
Tabelle A1. Oligonukleotide der PCR-Analysen. 
Name des 
Primers 
Sequenz PCR-
Verwendungszweck 
VH1a 5’-CAG-TCT-GGG-GCT-GAG-GTG-AAG-A-3’ 1. und 2. Runde 
VH2 b 5’-GTC-CTR-CGC-TGG-TGA-AAC-CCA-CAC-A-3’ 1. und 2. Runde 
VH3 b 5’-GGG-GTC-CCT-GAG-ACT-CTC-CTG-TGC-AG-3’ 1. und 2. Runde 
VH4 b 5’-GAC-CCT-GTC-CCT-CAC-CTG-CRC-TGT-C-3’ 1. und 2. Runde 
VH5 b 5’-AAA-AAG-CCC-GGG-GAG-TCT-CTG-ARG-A-3’ 1. und 2. Runde 
VH6 b 5’-ACC-TGT-GCC-ATC-TCC-GGG-GAC-AGT-G-3’ 1. und 2. Runde 
VH1L c 5’-CTC-ACC-ATG-GAC-TGG-ACC-TGG-AG-3’ 1. und 2. Runde 
VH2L c 5’-TGC-TCC-ACR-CTC-CTG-CTR-CTG-A-3’ 1. und 2. Runde 
VH3L c 5’-ACC-ATG-GAG-TTT-GGG-CTG-AGC-TG-3’ 1. und 2. Runde 
VH3.2L c 5’-ACC-ATG-GAA-CTG-GGG-CTC-CGC-TG-3’ 1. und 2. Runde 
VH4L c 5’-CTC-CTG-GTG-GCA-GCT-CCC-AGA-T-3’ 1. und 2. Runde 
VH5L c 5’-ATC-ATG-GGG-TCA-ACC-GCC-ATC-CT-3’ 1. und 2. Runde 
3’ JH1.2.4.5 b 5’-ACC-TGA-GGA-GAC-GGT-GAC-CAG-GGT-3’ 1. Runde und 
Einrunden-Protokoll 
3’ JH3 b 5’-ACC-TGA-AGA-GAC-GGT-GAC-CAT-TGT-3’ 1. Runde und 
Einrunden-Protokoll 
3’ JH6 b 5’-ACC-TGA-GGA-GAC-GGT-GAC-CGT-GGT-3’ 
 
1. Runde und 
Einrunden-Protokoll 
5’ JH1.4.5 b 5’-GAC-GGT-GAC-CAG-GGT-KCC-CTG-GCC-3’ 2. Runde 
5’ JH2 b 5’-GAC-AGT-GAC-CAG-GGT-GCC-ACG-GCC-3’ 2. Runde 
5’ JH3 b 5’-GAC-GGT-GAC-CAT-TGT-CCC-TTG-GCC-3’ 2. Runde 
5’ JH6 b 5’-GAC-GGT-GAC-CGT-GGT-CCC-TTK-GCC-3’ 2. Runde 
Vλ1 d 5’-GGT-CCT-GGG-CCC-AGT-CTG-TG-3’ 1. und 2. Runde 
Vλ2 d 5’-CAG-TCT-GCC-CTG-ACT-CAG-CCT-3’ 1. und 2. Runde 
Vλ3A d 5’-CTC-AGC-CAC-CCT-CAG-TGT-CCG-T-3’ 1. und 2. Runde 
Vλ3B d 5’-CTC-AGC-CAC-CCT-CGG-TGT-CAG-T-3’ 1. und 2. Runde 
Vλ4 d 5’-TTT-CTT-CTG-AGC-TGA-CTC-AGG-AC-3’ 1. und 2. Runde 
Vλ6 d 5’-GAG-TCT-CCG-GGG-AAG-ACG-GTA-3’ 1. und 2. Runde 
Vλ7 d 5’-GTG-GTG-ACT-CAG-GAG-CCC-TCA-C-3’ 1. und 2. Runde 
Vλ8 d 5’-ACT-GTG-GTG-ACC-CAG-GAG-CCA-3’ 1. und 2. Runde 
Vλ9 d 5’-GCT-GAC-TCA-GCC-ACC-TTC-TGC-A-3’ 1. und 2. Runde 
3’ Jλ1 d 5’-GCC-ACT-TAC-CTA-GGA-CGG-TGA-C-3’ 1. Runde und  
Einrunden-Protokoll 
3’ Jλ2.3 d 5’-GAA-GAG-ACT-CAC-CTA-GGA-CGG-TC-3’ 1. Runde und  
Einrunden-Protokoll 
3’ Jλ6.7 d 5’-GGA-GAC-TYA-CCG-AGG-ACG-GTC-3’ 1. Runde und  
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 Einrunden-Protokoll 
5’ Jλ1 d 5’-GGA-CGG-TGA-CCT-TGG-TCC-CAG-T-3’ 2. Runde 
5’ Jλ2.3.7 d 5’-GAC-GGT-CAG-CTT-GGT-SCC-TCC-3’ 2. Runde 
5’ Jλ6 d 5’-GAC-GGT-CAC-CTT-GGT-GCC-ACT-3’ 2. Runde 
Vκ1 b 5’-GAC-ATC-CRG-WTG-ACC-CAG-TCT-CCW-TC-3’ 1. und 2. Runde 
Vκ2 b 5’-CAG-WCT-CCA-CTC-TCC-CTG-YCC-GTC-A-3’ 1. und 2. Runde 
Vκ3 b 5’-TTG-TGW-TGA-CRC-AGT-CTC-CAG-SCA-CC-3’ 1. und 2. Runde 
Vκ4 b 5’-AGA-CTC-CCT-GGC-TGT-GTC-TCT-GGG-C-3’ 1. und 2. Runde 
Vκ5 b 5’-CAG-TCT-CCA-GCA-TTC-ATG-TCA-GCG-A-3’ 1. und 2. Runde 
Vκ6 b 5’-TTT-CAG-TCT-GTG-ACT-CCA-AAG-GAG-AA-3’ 1. und 2. Runde 
Vκ1L e 5’-GCT-CAG-CTC-CTG-GGG-CTC-CTG-C-3’ 2. Runde 
Vκ2L e 5’-CTC-AGC-TYC-TGG-GGC-TGC-TAA-TGC-T-3’ 2. Runde 
Vκ3L e 5’-CTC-AGT-TAG-GAC-CCA-GAB-GGA-ACC-AT-3’ 2. Runde 
Vκ4L e 5’-GGG-GCA-GCA-AGA-TGG-TGT-TGC-AGA-3’ 2. Runde 
3’ Jκ1.2.4 b 5’-ACT-CAC-GTT-TGA-TYT-CCA-SCT-TGG-TCC-3’ 1. Runde und  
Einrunden-Protokoll 
3’ Jκ3 b 5’-GTA-CTT-ACG-TTT-GAT-ATC-CAC-TTT-GGT-CC-3’ 1. Runde und  
Einrunden-Protokoll 
3’ Jκ5 b 5’-GCT-TAC-GTT-TAA-TCT-CCA-GTC-GTG-TCC-3’ 
 
1. Runde und  
Einrunden-Protokoll 
5’ Jκ1.2 b 5’-TTG-ATY-TCC-ASC-TTG-GTC-CCY-TGG-C-3’ 2. Runde 
5’ Jκ3 b 5’-TTG-ATA-TCC-ACT-TTG-GTC-CCA-GGG-C-3’ 2. Runde 
5’ Jκ4 b 5’-TTG-ATC-TCC-ACC-TTG-GTC-CCT-CCG-C-3’ 2. Runde 
5’ Jκ5 b 5’-TTA-ATC-TCC-AGT-CGT-GTC-CCT-TGG-C-3’ 2. Runde 
DH1 f 5‘-GTG-TGC-AGG-CCT-CRG-TCT-CTG-TG-3‘ Einrunden-Protokoll 
DH2 f 5‘-GCA-CTG-GGC-TCA-GAG-TCC-TCT-C-3‘ Einrunden-Protokoll 
DH3 f 5‘-CCT-CAG-GTC-AGC-CCT-GGA-CAT-C-3‘ Einrunden-Protokoll 
DH4 f 5‘-TGA-GAT-CCC-CAG-GAC-GCA-GCA-C-3‘ Einrunden-Protokoll 
DH5 f 5‘-TCC-CTG-GGA-AGC-TCC-TCC-TGA-C-3‘ Einrunden-Protokoll 
DH6 f 5‘-GAC-ACC-AGA-CAG-AGG-GGC-AGG-C-3‘ Einrunden-Protokoll 
DH7-27 f 5’-AGA-GTG-ACT-GGC-AGG-GTT-GAG-G-3‘ Einrunden-Protokoll 
EBNA1F f 5’-GGT-CGC-CGG-TGT-GTT-CGT-ATA-TGG-3’ 1. und 2. Runde 
EBNA1R1 f 5’-GCG-GCA-GCC-CCT-TCC-ACC-ATA-G-3’ 1. Runde 
EBNA1R2 f 5’-AGG-GAG-GCA-AAT-CTA-CTC-CAT-CGT-C-3’ 2. Runde 
EBVF 5’-GAG-CTC-TCC-ACA-ACA-ATG-TTC-CCT-G-3’ 1. und 2. Runde 
EBVR1 5’-CGG-GGA-ATC-CAC-AGA-CAT-CCG-CTA-3’ 1. Runde 
EBVR2 5’-GCT-CCC-CTG-TGA-TTA-TTC-CTC-CTA-A-3’ 2. Runde und  
Einrunden-Protokoll 
CαF 5’-GCT-ACA-GCG-TGT-CCA-GTG-T-3’ Quantitative RT-PCR 
CαR 5’-GGC-AGC-AGG-TGG-ACC-TC-3’ Quantitative RT-PCR 
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CαFAMg 5’-ATG-TGT-TTC-CGG-ATT-TTG-3’ Quantitative RT-PCR 
CγF 5’-CAA-GTG-CAA-GGT-CTC-CAA-CAA-AG-3’ Quantitative RT-PCR 
CγR 5’-GGC-TGA-CCT-GGT-TCT-TGG-T-3’ Quantitative RT-PCR 
CγFAM g 5’-CAG-CCC-CGA-GAA-CCA-3’ Quantitative RT-PCR 
CλF 5’-AGC-CAA-CAA-GGC-CAC-ACT-3’ Quantitative RT-PCR 
CλR 5’-CCT-TCC-AGG-CCA-CTG-TCA-3’ Quantitative RT-PCR 
CλFAM g 5’-TCC-CGG-GTA-GAA-GTC-ACT-3’ Quantitative RT-PCR 
JH Pae ex for h 5’-CTT-TAG-AAT-TAT-GAG-GTG-CGC-TGT-GTG-3’ 1. Runde 
JH Pae int for h  5’-AGA-GAA-CTG-TCG-GAG-TGG-GTG-AA-TC-3’ 2. Runde 
JH Mun ex for h 5’-GCT-CAG-CTA-AGA-AAT-ACT-AGC-ACA-GTG-3’ 1. Runde 
JH Mun int for h 5’-GCT-GGA-AGC-AGA-TGA-TGA-ATT-AGA-GTC-3’ 2. Runde 
JH Xba ex for h 5’-CCT-TGT-CTA-AGT-CAT-TGA-CTG-TAG-GTC-3’ 1. Runde 
JH Xba int for h 5’-ACC-CTT-GAA-AGT-AGC-CCA-TGC-CTT-C-3’ 2. Runde 
JH6 II ex rev h 5’-TGC-AAT-GCT-CAG-GAA-ACC-CCA-CAG-G-3’ 1. Runde 
JH6 II int rev h 5’-TAG-CAG-AAA-ACA-AAG-GCC-CTA-GAG-TG-3’ 2. Runde 
EBER US 1.Rd. 5’-CGG-TGA-CGT-AGT-CTG-TCT-TGA-GG-3’ 1. Runde 
EBER LS 1.Rd. 5’-GGC-CCT-TAC-ATG-TTG-TGG-GTG-C-3’ 1. Runde 
EBER1 SP6-US 5’-ATT-TAG-GTG-ACA-CTA-TAG-AAG-CGA-GGA-CCT-
ACG-CTG-CCC-TAG-AG-3’ 
2. Runde 
EBER1 T7-LS 5’-TAA-TAC-GAC-TCA-CTA-TAG-GGA-GAA-AAA-CAT-
GCG-GAC-CAC-CAG-CTG-G-3’ 
2. Runde 
EBER2 SP6-US 5’-ATT-TAG-GTG-ACA-CTA-TAG-AAG-CGA-GGA-CAG-
CCG-TTG-CCC-TAG-TG-3’ 
2. Runde 
EBER1 T7-LS 5’-TAA-TAC-GAC-TCA-CTA-TAG-GGA-GAA-AAA-ATA-
GCG-GAC-AAG-CCG-AAT-ACC-3’ 
2. Runde 
a (Küppers et al., 2002) ; b (Küppers et al., 1993) ; c (Klein et al., 1995) ; d (Bräuninger et al., 1999) ; e 
(Müschen et al., 2001) ; f (Müschen et al., 2000a) ; g FAM-markierte Sonden; h (Schmitz et al., 2005); R = A 
oder G ; Y = C oder T ; W = A oder T ; S = G oder C ; K = G oder T ; B = G, C oder T  
Tabelle A2: Etablierte GC-LCLs der LD-Klonierungen. 
Anzahl der  
monoklonalen  
GC-LCLs 
Anzahl der  
biklonalen  
GC-LCLs 
Anzahl der  
oligoklonalen  
GC-LCLs 
Zellen/Fach Zellen/Fach Zellen/Fach 
Spender der 
GC-B-Zellen 
10 50 102 103 10 50 102 103 10 50 102 103 
A na na na 15 na na na 5 na na na 4 
B na na na 7 na na na 4 na na na 0 
C na 5 18 0 na 1 4 0 na 0 3 0 
D 5 27 10 na 1 12 17 na 0 4 7 na 
na: Zellverdünnungen, die bei dem jeweiligen Spender nicht angewandt wurden. 
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Tabelle A3: VH-Genverbindungen der 103 monoklonalen GC-LCLs. 
Spender GC-LCL  VH-Gen- 
umordnung 
Mutations-
Frequenz 
 
Funktionalität DHJH-Gen- 
umordnung 
BCR-
Ausprägung 
4-4 VH3-33 5,1 + DH2-2/JH6b + 
      4-7 V4-59 1,0 + DH2-2/JH5b + 
VH3-74 4,1 +  4-8 
VH3-23 3,5-3,9 + 
- - 
VH3-9 0,5 + 4-16 
VH4-4 0,5 - 
- - 
4-17a VH3-48 6 - DH2-2/JH6b - 
VH2-5 2,1 + 4-18 
VH3-9 2,5 - 
- + 
4-19 VH3-9 0,4 + DH3-9/JH6b + 
4-21 VH3-9 6,7 + DH2-15/JH6b - 
4-22 VH3-33 2,1 + - - 
4-23 VH3-15 5,1 + DH2-2 JH6b + 
4-24 VH3-33 1,9 + DH5-24/JH4b - 
VH1-24 0,9 + 4-25 
 VH3-9 2,6 - 
- 
 
+ 
4-26 VH3-23 0 + DH2-2/JH6b - 
4-27 VH3-23 1,5 + DH1-26/JH3b + 
A 
4-29 VH4-4 6,1 + DH1-26/JH3b - 
5-2-2 VH3-48 4,1 + DH4-4/ JH6b + 
VH4-59 4,2 + 5-5-1 
VH3-64 2,3 - 
- - 
5-7-1a VH4-59 1,4 - DH2-2/ JH6c - 
5-7-2 VH3-30 0,8 + DH2-2/ JH6c + 
5-12-1 VH4-59 3,1 + DH1-26/JH3 - 
5-13-4 VH3-66 3,7 + DH4-23/JH4 - 
5-17-3 VH1-2 5,3 + DH5-12/JH5 - 
5-B1 VH3-30 0 + DH3-10/JH5 + 
5-B2 VH3-30 1,6 + DH2-15/JH4 + 
5-B3 VH4-39 3,1 + DH3-3/JH6 - 
VH3-7 2,2 + 5-B4 
VH4-4 2,6 - 
- - 
VH3-66 4,0 - 5-B5 
VH4-39 3,6 + 
- + 
5-B8 VH4-34 13,3 + DH4-23/JH4 + 
VH3-74 2,0 - 5-B12 
VH4-59 1,5 + 
- + 
5-B13 VH4-59 2,0 + DH2-15/ JH6 + 
5-B15 VH5-51 2,7 + DH2-2/JH4 - 
5-B25 VH4-59 3,6 + na + 
VH3-48 5,2 + 5-B26 
VH3-49 5,8 - 
- + 
5-B29 VH4-59 7,5 + na - 
5-B30 VH4-61 3,5 + DH5-24/JH2 + 
5-B32 VH3-11 2,0 + na + 
5-B34 VH4-39 3,4 + na - 
5-B40 VH3-23 4,5 + DH6-5/JH4b + 
B 
5-B43 VH3-23 1,5 + na + 
6-1 VH3-9 8,2 + DH5-12/JH4 + 
6-2 VH1-46 4,8 + DH3-3/JH4 + 
6-3 VH3-15 0,7 + DH2-2/JH4 - 
6-8 VH1-8 2,2 + DH3-21/JH5 - 
6-11 VH3-9 4,7 + DH2-2/JH6c + 
6-13 VH4-39 5,2 + DH3-3/JH4 - 
VH1-8/JH3P 3,4 - 
C 
6-14 
VH3-30 3.5 + 
- - 
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6-15 VH1-2 0,9 + DH2-21/ JH3b + 
VH1-46 2,8 - 6-16 
VH3-30 1,5 + 
- + 
6-17 VH3-23 3,5 + DH1-20/JH4 + 
6-18 VH4-30 15,5 + DH2-2/JH4 - 
6-21 VH2-5 4,1 + DH5-12/ JH3b + 
6-22 VH3-11 7,7 + DH4-23/JH4 - 
VH1-2 >8,0 - 6-23 b 
VH3-30 8,0 + 
- - 
6-24 VH3-15 1,9 + DH5-24/JH4 - 
6-25 VH4-30 7,1 + DH3-9/JH5b + 
6-26 VH4-59 4,6 + DH6-5/ JH1 + 
6-28 VH3-21 6,7 + DH2-2/ JH6 - 
6-32 VH3-30 1,3 + DH1-26/ JH4 + 
VH3-30 9,2 + 6-44 
VH4-34 11,5 - 
- + 
6-47 VH4-34 12,8 + DH5-24/JH3 - 
6-48 VH4-31 6,9 + DH3-3/JH3 + 
 
6-49 c VH1-24 5,1 + DH1-20/JH - 
7-2 VH2-5 5,8 + DH2-2/ JH5b + 
7-3 VH3-30 0 + na + 
VH2-26 1,5 + 7-4 
VH3-15 2,3 - 
- - 
7-5 VH4-4 2,1 + na - 
7-9 VH3-30 3,0 + na - 
7-10 VH 3-23 9,0 + na - 
VH3-30 1,5 - 7-13 
VH4-39 3,5 + 
- + 
VH1-8 2,4 - 7-18 
VH3-23 2,1 + 
- + 
VH3-15 12,8 - 7-22 
VH4-34 5,4 + 
- + 
7-23 VH3-15 2,0 + na + 
7-26 VH3-23 3,8 + na + 
7-36d VH3-23 2,1 + DH2-2/ JH4b - 
7-38 VH3-64 5,6 + na - 
7-43 VH5-51 1,9 + na + 
7-49 VH3-9 3,4 + na + 
7-54 VH3-30 2,0 + na + 
7-63 VH4-61 3,3 + na + 
VH3-74 4,8 - 7-64 
VH4-31 2,8 + 
- - 
7-67 VH2-70 1,3 + na - 
VH1-2 0 - 7-68 
VH4-59 0 + 
na + 
7-69 VH4-39 0,9 + na - 
7-75 VH3-15 0 + na - 
7-81 VH3-30 10,0 + na + 
7-82 VH3-9 3,8 + na - 
7-83e VH3-30 0 - - + 
7-84 VH3-23 2,0 + na - 
7-85 a VH3-48 1,0 - JH3/ 
DH3-23/JH5 
- 
7-86 VH3-74 3,2 + na + 
D 
7-87 VH3-66 5,6 + na - 
7-89 VH 3-74 3,4 + - + 
VH3-11 3,7 + 7-93 
VH4-34 12,9 - 
- + 
7-94 VH1-18 7,3 + na + 
7-95 VH3-30 0 + na + 
7-96 VH3-30 1,6 + na - 
 
7-97 VH3-23 0 + na + 
 7-100 VH1-69 7,0 + na + 
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7-101 VH3-23 0 + na + 
VH2-5 1,1 + 7-104 
VH3-30 1,5 + 
- - 
7-106 f VH1 biklonal na + na + 
7-146 VH3-21 7,5 + na + 
 
 
7-148 VH1-18 2,4 + na - 
Bei den nicht-monoklonalen GC-LCLs wurden nicht immer alle Allele detektiert. a BCR-verkrüppelte GC-
LCLs. b Aufgrund von zu vielen Deletionen und Punktmutationen, lässt sich die Mutationsfrequenz des nicht-
funktionellen Allels nicht genau bestimmen. c Die DHJH-Genumlagerung dieser LCL hat zu viele Nukleotide 
am 5’JH-Ende verloren, eine eindeutige Bestimmung des JH-Gens ist nicht mehr möglich. d Potentiell BCR-
verkrüppelte GC-LCL; e Diese GC-LCL hat eine VH-Genumordnung, die nicht im Leseraster ist. Das 2. Allel 
dieser GC-LCL konnte nicht identifiziert werden. f Ein Allel ist im Leseraster, jedoch konnte aufgrund der 
Biklonalität keine Gen-Zuordnung stattfinden. na steht für nicht analysiert. 
 
 
Tabelle A4: VL-Genverbindungen der Oberflächen Ig-negativen GC-LCLs. 
Spender GC-LCL  VL-Gen- 
umordnung 
Mutations-Frequenz 
 
Funktionalität 
Vκ1D-33 2,1 - 4-8 
Vλ3-21 1,7 + 
4-16 Vκ1-13 0,6 + 
4-17 a Vκ1-5 2,0 + 
4-21 Vλ3-1 1,3 + 
Vκ2-30 b 0 nb 
Vκ3-20 0 - 
4-22 
Vλ2-14 1,8 + 
Vκ2-30 b 1,0 nb 4-24 
Vλ2-14 0,5 + 
Vκ1-16 0 + 4-26 
Vλ2-23 0,5 + 
Vκ2-30 0 + 
A 
4-29 
Vλ3-21 5,3 + 
Vκ1-37 0 - 5-5-1 
Vκ3-15 0,3 + 
Vκ1-39 0 - 5-7-1 
a 
Vκ3-15 1,0 + 
Vκ3-15 0,4 + 
Vκ4-1 0 + 
Vλ1-40 2,0 - 
5-12-1 
Vλ3-12 0 + 
Vκ1-12 1,8 - 5-13-4 
Vλ2-14 2,9 + 
Vκ1-39 6,5 - 5-17-3 
Vκ3-20 2,1 + 
Vκ1-39 0 - 
Vκ2-30 b 1,2 nb 
Vλ1-47 1,8 + 
5-B3 
Vλ8-61 1,7 - 
5-B4 Vκ1-39 2,8 - 
B 
 
 Vλ2-11 2,9 + 
5-B15 Vκ1-13 0,5 + 
5-B29 Vκ1-39 3,5 + 
 
5-B34 Vκ3-20 0 + 
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Vκ1-39 0 - 
Vκ3-20 0 - 
Vλ1-44 0,3 + 
6-3 
 
 
Vλ2-11 2,5 + 
6-8 Vκ3-20 0,7 + 
6-13 Vκ1-27 1,7 + 
Vκ1-37 0 - 6-14 
Vλ2-11 2,0 + 
Vκ1-8 1,5 + 
Vκ4-1 0 - 
6-18 
Vλ2-11 0 + 
6-22 Vκ3-11 2,0 + 
Vκ1-39 0,2 - 6-23 
Vλ3-21 6,5 + 
Vκ1-5 1,7 + 6-24 
Vκ4-1 2,2 - 
6-28 Vκ1-39 8,0 + 
Vκ1-39 0 - 6-47 
Vλ2-23 12,2 + 
C 
 
 
 
6-49 Vκ3-20 1,2 + 
Vλ2-23 5,0 - 7-4 
Vλ3-21 2,9 + 
7-5 Vλ3-25 1,3 + 
7-9 Vλ3-21 4,2 + 
7-10 Vλ3-51 5,0 + 
7-36 Vλ2-18 0,8 + 
7-38 Vλ2-23 5,4 + 
7-64 Vλ1-51 1,1 + 
7-67 Vλ1-51 0,7 + 
7-69 Vλ1-47 0 + 
7-75 Vλ3 biklonal nb nb 
7-82 Vκ2-30 2,8 + 
Vκ1-16 1,0 - 7-84 
Vκ3-20 1,0 + 
Vκ2-D40 0 - 
Vκ3-20 0 - 
7-85 a 
Vλ1-47 0 + 
Vκ1-D43 0 + 7-87 
Vλ3-21 0 + 
7-96 Vλ3-21 0,4 + 
Vκ1-27 0 + 
Vκ2-30 b 0 nb 
Vλ1 nb + 
7-104 
Vλ1 nb - 
D 
7-148 Vλ2-23 2,2 + 
nb steht für nicht bestimmt; a diese GC-LCLs tragen BCR-verkrüppelte VHDHJH-Genverbindungen; b die 
Funktionalität der Vκ2-30-Genverbindungen konnte, aufgrund eines sehr langen Introns in der 
Leitpeptidsequenz und der damit verbundenen schlechter lesbaren Sequenz, nicht immer bestimmt werden. 
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Tabelle A5:.Original MFIs ausgewählter Oberflächen-Marker in monoklonalen LCLs 
und primären B-Zellpopulationen. 
 Zellen/ 
Zelllinien 
CD20 CD27 CD30 
(% der Zellen) 
CD38 CD77 CD79b 
Primäre GC-B-Zellen 
  
34401 6605 30 21757 6008 1560 
Ig-verkrüppelte 
GC-LCL 
4-17 6120 1293 8517 3514 1280 44 
 5-7-1 
 
585 121 29635 2187 141a (259) 0 
 7-85 1028 244 340 (34) 
20933 (66) 
18573 278 146a (132) 
sIg-negative 
GC-LCL 
5-5-1 3589 386 5150 (22) 
28763 (78) 
14376 290 355 
 5-B4 
 
8151 63 17657 2463 751 146 
 6-28 
 
5198 1385 26082 5348 146a (115) 0 
sIg-positive 
GC-LCL 
5-2-2 1079 296 6027 (16) 
30403 (84) 
11159 92 435 
 5-B8 2135 653 4456 (13) 
48820 (87) 
10378 138a (109) 182 
 6-16 1203 345 744 (18) 
22993 (82) 
19523 116a (104) 574 
Primäre naive B-Zellen 
 
2927 74 27 1212 93 6252 
N-LCL B1-18 8770 227 5999 (11) 
22578 (89) 
13081 998 882 
 B1-40 8590 125 322 (63) 
9607 (37) 
40847 364 467 
 B1-59 10723 624 111 (7) 
9256 (93) 
14181 303 304 
Mittlere Fluoreszenz-Intensitäten (MFI) minus die Auto-Fluoreszenzen der individuellen Zelllinien. a Die 
Färbung dieser Linien für die jeweiligen Marker zeigen eine MFI minus die Auto-Fluoreszenz zwischen 100 
und 1000, jedoch ähnlich der entsprechenden Isotyp-Kontrollen. Die Linien sind daher für diesen Marker 
negativ. Die MFI der Isotyp-Kontrollen sind zum Vergleich kursiv in Klammern hinzugefügt. 
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Tabelle A6: Sequenzen einzelner EBV+ B-Zellen aus dem PB von drei Blutspendern. 
Spender Zelle  VH-Gen- 
umordnung 
Mutations-
Frequenz 
 
VH-Gen- 
umordnung 
Mutations-
Frequenz 
 
1   Vλ1-47 if 5,9 
8 VH4-59 if 3,3   
13 VH3-30 if 6,1   
30   Vλ1-47 nf 1,4 
35 c VH2-5 if 0   
41 c   Vλ1-44 if 0 
Vλ2-8 oof 0 72
 c   
Vλ3-1 if  0 
87 c VH2-5 if  0   
89 c   Vλ2-8 if 0 
90 VH4-59 if 5,7   
VH1-24 if  0 95 c 
VH4-34 if 0 
Vλ3-10 if 0 
100   Vλ2-14 if 5,2 
101   Vκ3-11 if 4,3 
102   Vκ2-D40 if 0 
104 VH4-34 if 4,8   
126   Vκ2-D28 if 0 
136   Vλ3-19 if 4,2 
175   Vκ3-11 oof 0 
191   Vκ2-D28 if 0 
195 VH3-23 if 1,8   
199   Vκ1-27 if 4,3 
200   Vκ2-30 oof 0 
201   Vλ2-14 if 2,0 
217   Vλ2-14 if 5,7 
A a 
- Kontrolle 20   Vκ1-D39 oof 0 
21 VH3-23 if 12,8   
27 d   Vλ3-21 if 10,7 
49   Vκ1-D39 if 0 
58 e VH3-43 if 11,6 Vλ1-40 if 1,8 
Vλ3-1 if 2,0 62 VH1-2 if 2,9 
Vκ4-1 oof 0 
Vλ3-21 if 11,2 66
 d   
Vκ1-16 oof 0,9 
68 e   Vλ1-40 if 1,8 
69 c VH4-34 if 0   
71 e   Vλ1-40 if 2,1 
77 c   Vλ2-11 if 0 
79 c   Vλ3-1 if 0 
82 d   Vκ1-16 oof 1,3 
96 VH4-61 if 5,4   
99 VH5-a3 if 14,3 Vκ1-D39 if 0 
123   Vλ1-44 if 2,9 
132 VH1-3 if 6,0   
161   Vλ6-57 if 2,4 
162 e   Vλ1-40 if 1,8 
166 d   Vλ3-21 if 10,7 
171   Vκ1-D39 oof 0,9 
177   Vκ2-29 oof 0 
178   Vλ3-21 if 7,6 
B a 
- Kontrolle 8 c   Vλ1-47 oof 0 
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1 VH2-5 if 8,3 Vλ2-11 if 10,2 
Vκ1-33 nb 0 6 VH3-21 if 5,5 
Vκ1-39 nb 0 
7   Vκ3-15 if 0,9 
13   Vλ3-21 if 7,2 
Vλ3-21 if 3,8 14   
Vκ1-D16 oof 0 
Vκ3-15 nf 0,7 15   
Vκ1-39 oof 0 
18 c VH1-3 if 0 Vκ1-5 if 0 
VH1-69 if 13,1 22 
VH3-30 if 7,2 
Vκ3-20 if 8,9 
26   Vκ1-D12 oof 10,0 
28   Vκ1-39 if 3,0 
34 VH3-30 if 7,9 Vκ3-20 if 6,5 
36   Vλ3-25 if 10,1 
41 VH3-30 if 10,6   
C a 
42   Vκ1-39 oof 0 
Vκ2-29 oof 0 1   
Vκ4-1 oof 0 
16 VH4-39 if 4,3   
17 VH3-30 if 4,3 Vλ3-21 if 3,5 
21 VH3-9 if 10,6 Vλ1-51 if 8,0 
C b 
24 f VH4-59 if 4,1   
a Zellen wurden hydraulisch mikrodissektiert; b Zellen wurden mit dem Laser mikrodissektiert; c Zellen mit 
unmutierten V-Genumordnungen; d und e Zellen sind jeweils klonal verwandt; f Zelle mit BCR-verkrüppelter 
VH-Genumordnung; if entspricht im Leseraster (engl. in-frame), oof entspricht aus dem Leseraster (engl. out-
of-frame), nb entspricht nicht bekannt, nf entspricht nicht funktionell. 
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